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Monografía." PROTEINAS PLASMATICAS, SERICAS Y EN OTROS FLUIDOS
CORPORALES. PROTEINOGRAMA Y ALTERACIONES. CUAN- 

TIFICACION Y SEPARACION DE DIFERENTES FRACCIONES". 

Introducción. 

El conocimiento de las proteínas del plasma se inició a media- 

dos del siglo pasado desde el punto de vista fisicoquímico, -- 

con el estudio de sus características de solubilidad. Con el

tiempo con la ayuda de diferentes métodos analíticos se fue- 

ron identificando algunas de las distintas fracciones existen- 

tes en el suero. 

Starling en 1895 hizo investigaciones con referencia a la pre- 

sión oncótica de las proteínas, ésto fué el inicio de su valo- 

ración en fisiopatología, así como en inmunología a través de

los trabajos hechos con relación a la concentración de sueros

antitóxicos y de aquellos que mostraban cierta relación con

los anticuerpos cuyo conocimiento estaba también en sus prime

ros pasos. 

La importancia de sus alteraciones en patología humana se de- 

sarrolló principalmente a partir de la segunda y tercera déca

das de nuestro siglo al generalizarse la técnica refractomé-- 

trica y la de fraccionamiento según Howe; interés que se ha - 

incrementado en los últimos años gracias al impulso dado por

los métodos electroforéticos que permiten realizar el examen - 

del proteinograma como un elemento más, de la química clíni- 

ca. 

El presente trabajo monográfico intenta reunir la información

disponible sobre el tema y facilitar la revisión del mismo a

quienes deseen proseguir su estudio. 
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1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION DE LAS PROTEINAS EN LOS
FLUIDOS CORPORALES

Las proteínas del plasma han sido objeto de estudio e investi- 

gación por bioquímicos y clínicos, ya que comprenden a un gru- 

po de substancias con gran variedad de funciones y propiedades

biológicas muy importantes. 

El plasma es el medio viscoso a través del cual los glóbulos

rojos son transportados y alimentan a los diferentes tejidos

del organismo, reflejo y guardian del medio interno, que a tra

vés de millares de componentes contribuyen a los requerimien - 

tos de nitrógeno, así como a las defensas contra la invasión y

ataque de cuerpos extraños y al mantenimiento del pH del cuer- 

po, además del balance osmótico y regulación de la actividad y

función celular. 

Como componentes de un sistema metabólico dinámico, las proteí

nas del plasma varían en diferentes enfermedades y su determi- 

nación y fraccionamiento ha sido objeto de estudio en los últi

mos cien años ( 26). 

1. 1 Historia

El estudio del suero fué conocido desde la antiguedad observan

do la sinéresis o retracción del coágulo y refiriéndose al he- 

cho de que la sangre poseía poderes curativos y de rejuveneci- 
miento. 

Así los egipcios se bañaban con sangre y los romanos bebían - 

ésta de gladiadores muertos, sin embargo los hebreos sanciona

ban el hecho de los " bebedores de sangre" y escrúpulos reli- 

giosos similares se levantaron en contra de los primeros inten

tos de transfusión sanguínea. 
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Mucho tiempo después, las funciones del plasma fueron conoci- 

das y las proteínas fueron estudiadas debido a su gran valor

y fácil aislamiento. 

Así la albúmina del suero y fibrina de la sangre fueron anali- 

zadas por Liebig y Mulder a finales de 1830 introduciendo el - 

término de proteína que proviene del griego protos que signifi

ca lo primero. 

El estudio de los componentes del suero empezó hace cien años, 

cuando varios investigadores observaron un precipitado sobre - 

una solución ligeramente acidificado. 

Panum en 1851 designó a dicho precipitado como caseína del sue

ro, para diferenciarla de la ya descubierta albúmina del sue -- 

ro. 

Schmidt en el mismo año, dio el nombre de globulina a la frac

ción proteica insoluble que precipitaba y era similar a la ob- 

tenida con solución de cloruro de sodio y más tarde otros in- 

vestigadores emplearon diferentes sales para la precipitación

de estas globulinas. 

El uso de la precipitación fraccionada con sulfato de amonio

como un método de separación de proteínas del suero es atri - 

buido a Hofineister. 

Un procedimiento para la cristalización de albúmina del suero

de caballo por precipitación por este método fué reportado en
1894. 

En el transcurso de esta centuria, se observó que las globu-- 

Tinas totales podían ser fraccionadas por diálisis contra --- 

agua y por precipitación salina. 

El término de euglobulina fuá utilizado para la fracción que
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precipitaba por diálisis contra agua entre 0. 28 y 0. 33% de sa- 

turación con sulfato de amonio. 

El término seudoglobulina, a la fracción que precipita entre

0. 34 y 0. 46% de saturación con sulfato de amonio. 

Más tarde, una serie de términos fueron desarrollados y otros

procedimientos fueron descritos, no es de sorprender, que el -- 

fraccionamiento de mezclas complejas de proteínas como lo es - 
el suero ha sido muy confuso, especialmente previo el desarro- 

llo de aparatos fisicoquimicos para la caracterización de las
diferentes fracciones. 

Entre los años comprendidos a 1920 y 1925 fraccionamientos de

suero tales como el de Howe con sulfato de sodio fueron agre- 

gados al manual de laboratorio clínico, y el interés en la va

riación de los componentes del plasma en enfermedades fué des

pertando inquietud por los investigadores. 

Los términos de euglobulina y pseudoglobulina fueron redefi- 

nidos por Howe en función de la solubilidad que presentaban - 

con soluciones de sulfato de sodio, muchos otros sistemas de

caracterización de las proteínas del plasma por precipitación

fraccionada con sales fueron propuestos, así mismo otros máto

dos de precipitación fueron estudiados por Gutman ( 26). 
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2. GENERALIDADES DE AMINOACIDOS, PROTEINAS Y SU METABOLISMO. 

Las proteínas están formadas por unidades de 1- aminoácidos, - 

los cuales se unen por el enlace peptídico como se muestra a
continuación: 

t c R 9k4 - o

R i N o Fl y

En la figura R represent la cadena lateral del aminoácido y
puede ser uno de los 23 grupos posibles, éstos se disponen al

ternados a cada lado de la cadena, si se unen dos aminoácidos

constituyen un dipéptido, tres un tripéptido y muchos de ellos

formarán un polipéptido. El peso molecular de las proteínas

oscila entre 5, 000 y muchos millones; a pesar de tanta comple

jidad se ha logrado determinar la secuencia de los aminoáci - 
dos de varias proteínas. 

Las proteínas se dividen en dos grupos generales: 
I.- Fibrilares y II.- Globulares

Las proteínas fibrilares, están formadas por cadenas filamento

sas unidas lateralmente por diferentes tipos de enlaces para

formar una estructura estable e insoluble, ejemplos de ellas - 

son la queratina, la miosina y la colágena, las proteínas glo- 

bulares son de configuración elíptica, con gran cantidad de do

bleces a lo largo de la cadena polipeptídica, las biológica-- 

mente activas como los antígenos y las enzimas son proteínas - 
globulares. 

Linus Pauling del Instituto Tecnológico de California, recibió

el premio Nobel en Química, por su contribución al conocimien- 

to estructural de las proteínas por estudios hechos con rayos
X de proteínas nativas y polipéptidos sintéticos, proponiendo

una estructura que represente la máxima estabilidad teórica, - 
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en la cual se consideraron las restricciones estereoquímicas - 

utilizando las longitudes de los enlaces y ángulos de unión ne
cesarios; esta estructura se le denomina hélice alfa. 

Conteniendo aminoácidos en forma espiral, su estabilidad se - 

mantiene por puentes de hidrógeno, entre los grupos carboxilo

y los ¡ mino de cada tercer residuo peptídico a lo largo de la

cadena, conteniendo 3. 6 residuos de aminoácidos por cada vuel- 

ta completa del espiral. 

Otro tipo de estructura es la configuración encontrada en la - 
seda, en el músculo y en las fibras contráctiles, aquí dos o - 

más cadenas están unidas lateralmente por puentes de hidrógeno, 

observándose estructuras ordenadas o cristalinas. 

Para definir a una macromolécula complicada como lo es una pro

teína se han señalado cuatro niveles estructurales básicos: 

Estructura Primaria.- Que representa la combinación de los ami

noácidos en una ordenación característica por medio de uniones

peptídicas. 

Estructura Secundaria.- Con este término se designa la estruc- 

tura alfa helicoidal en dirección de las manecillas del reloj, 

la espiral está estabilizada por puentes de hidrógeno entre -- 

los grupos carboxilo e ¡ mino de las uniones peptídicas. 

Estructura Terciaria.- Con objeto de comprimir la larga cade

na espiral en forma globular, se efectúan enrollamientos o do

bleces para dar una estructura rígida compleja, la estabili- 

zación de esta estructura se debe a diferentes reactividades

entre los grupos R de los residuos aminoácidos. 

La estructura terciaria es importante para determinar la es -- 
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tructura fina de una proteína, y puede contribuir a la determi

nación de las propiedades catalíticas específicas en las pro- 

teínas biológicamente activas. 

Estructura Cuaternaria.- Define el grado de polimerización de

una unidad protéica, este tipo de estructura se encuentra habi

tualmente en las enzimas reguladoras. 

Además se agrupa a las proteínas basándose en su estructura o

función en: 

Proteínas estructurales.- El miembro más importante de este -- 

grupo es la colágena de la piel, cartílago y hueso, compuesta

de haces paralelos de fibrillas individuales muy insolubles - 

en agua, formadas de aminoácidos poco comunes como glicina, - 

prolina o hidroxiprolina. Cada cable está formado de tres ca

denas polipeptídicas retorcidas paralelamente en un sistema - 

helicoidal izquierdo, de tal forma enrollado que constituye - 

un conjunto e tremadamente fuerte con una superhilice dere- 

cha que se mantiene estable gracias a los enlaces de hidroge- 

no entre cadena y cadena. 

Proteínas contráctiles.- Se encuentran en numerosos tejidos, 

en el músculo, mitocondrías y cloroplastos, la proteína con- 

tráctil más investigada es la del músculo esquelético y está' 

compuesta de miosina ( globular con peso molecular aproximado

de 600, 000) y de actina, proteína fibrosa que puede asumir - 

forma globular. La actina se denomina actina- G y solamente

es estable en soluciones de baja fuerza iónica. 

Anticuerpos.- En el plasma sanguíneo, existe un grupo de pro

teínas conocido como gammaglobulinas. Algunas de éstas se -- 

originan en el bazo y células linfáticas, como respuesta a un
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material heterólogo llamado antígeno, las proteínas neoformadas

se llaman anticuerpos, poseen estructura terciaria estabilizada

por las interacciones entre sus cadenas laterales. 

Proteínas sanguíneas.- Además de las gammaglobulinas, hay --- 

otros tres tipos de proteínas que juegan un papel en la conser

vación de la vida de los vertebrados, el primer grupo es el de

las albáminas que representan el 50% de las proteínas plasmáti

cas totales, juegan un papel relativamente pasivo en la conser

vación de la vida de los vertebrados, el primer grupo es el de

las albúminas que representan el 50% de las proteínas plasmáti

cas totales, juegan un papel relativamente pasivo, mantienen - 

la presión osmótica de la sangre, tiene capacidad amortiguado- 

ra del pH. La seroalbámina tiene un peso molecular de 67, 000

es globular típica con una configuración alfa helicoidal baja, 

y su estructura es terciaria. 

2. 1.- Antecedentes históricos

El conocimiento del metabolismo de aminoácidos y proteínas, tie

ne sus bases en las primeras investigaciones hechas sobre nu- 

trición. 

En 1914 Osborne y Mendel, demostraron que la rata requería de

dos aminoácidos en la dieta triptofano y lisina. Posteriormen- 

te Rose de la Universidad de Illinois demostró que se necesita- 

ban además otros ocho aminoácidos con carácter de indispensa - 

bles. 

La segunda guerra mundial proporcionó el estímulo y material - 
necesarios, para identificar los aminoácidos requeridos por el

hombre, se hicieron experimentos a base de administrar una die

ta especial a voluntarios masculinos, manteniéndolos en equili

brio nitrogenado. 
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Estos estudios demostraron que la lisina, triptofano, fenilala

nina, treonina, valina, metionina, leucina, e isoleucina, eran

indispensables. 

dice que un individuo o animal están en equilibrio nitrogena
do, cuando el nitrógeno consumido por día en la dieta es i— 

gualgual a la cantidad de nitrógeno escretado; se puede medir fá- 

cilmente si se administra una dieta sintética constituida por

una mezcla de ellos, entonces el nitrógeno escretado se cuan- 

tifica tanto en la orina como en las heces. 

Un animal adulto puede mantenerse en equilibrio nitrogenado, 

si se le proporciona una cantidad de nitrógeno adecuada para

mantener sus mínimas necesidades metabólicas, sin embargo, -- 

este nitrógeno no puede proporcionarse simplemente como NH3 - 
sino que debe ingerirse en forma de aminoácidos indispensa--- 
bles. Si en la dieta se omite alguno de ellos, el animal de- 

gradará las proteínas de sus tejidos para sus necesidades y - 
el balance nitrogenado será negativo, o sea, el nitrógeno es- 

cretado en la orina y heces será superior al proporcionado en
la dieta, 

cuando el aminoácido omitido se añade a la dieta el

individuo vuelve nuevamente a su equilibrio. 

La fiebre y las enfermedades en general, colocan al individuo

en un balance nitrogenado negativo, así como una dieta nitro- 

genada inadecuada. 

Por otro lado, un animal en crecimiento que continuamente es- 

tá aumentando la cantidad de proteínas de su cuerpo, tendrá - 

un balance nitrogenado positivo, o sea, que la cantidad de ni

trógeno que toma es mayor a la cantidad escretada. 

Como una consecuencia importante dentro de los trabajos nutri
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cionales realizados, en cuanto a los aminoácidos indispensa- 

bles, se observó que los animales no podían elaborarlos, por - 

lo menos en la cantidad requerida. 

Podemos formularnos la pregunta: los animales carecen de la ca

pacidad necesaria para elaborar el esqueleto carbonado de es— 

tos

s - 

tos aminoácidos indispensables?; la respuesta aparentemente es

que sí, ya que si a un animal al que se le proporciona una die

ta carente en fenilalanina, por ejemplo y ésta se sustituye -- 

por ácido fenil pirúvico, el cetoácido análogo de la fenilala- 

nina, la dificultad está en la síntesis de anillo aromático -- 

que posee el aminoácido; puede concluirse, que ciertos tipos - 

de esqueletos carbonados no son fácilmente sintetizados por -- 

los animales superiores. 

Puesto que solamente la mitad de los aminoácidos naturales -- 

son indispensables para los animales, se vá claramente que el

resto puede ser sintetizado, a estos aminoácidos se les llama

dispensables. 

La síntesis no incluye solamente la formación del esqueleto - 

carbonado sino también la transferencia de átomos de nitróge- 

no de los aminoácidos de la dieta para completar los aminoáci

dos indispensables; por consiguiente las reacciones metabóli- 

cas se referirán a la síntesis de los esqueletos carbonados - 

de los aminoácidos dispensables y a la manera por medio de la

cual éstos aminoácidos adquieren los átomos de nitrógeno ( 6). 

Responsable de la Inanición.- Existe un síndrome llamado ---- 

Kwaskiorkor" muy común en los trópicos en donde viven ingi- 

riendo una adecuada dieta en calorías pero deficiente en pro- 

teína animal, este padecimiento está caracterizado por anemia, 
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aumento de peso, edema y otras alteraciones; es especialmente

severa en niños. 

Cuando un individuo ingiere una dieta baja en proteínas pero - 

calóricamente adecuada, declina la excreción de urea y de sul- 

fatos orgánicos e inorgánicos, la pérdida de ácido único dismi

nuye en un 50%, la eliminación de creatinina no es afectada y

la excreción del nitrógeno total sufre una baja de 3. 6 gramos - 

al día durante la inanición. En el caso de que la dieta sea -- 

calóricamente inadecuada, se provocará un balance nitrogenado

negativo producido por la deficiencia de los aminoácidos esen- 

ciales. 

En una dieta inadecuada en calorías los promedios de excreción

de nitrógeno de urea son cerca de 10 gramos por día ya que las

proteínas se catabolizan para obtener energía. 

La mayor parte de la proteína metabolizada durante la inani--- 

ción completa proviene del hígado, bazo y músculo así como del

corazón y cerebro. 

La glucosa de la sangre baja después de una disminución consi- 

guiente del glucógeno del hígado manteniéndose abajo de los -- 

niveles normales produciéndose síndromes hipoglucemiantes por

gluconeogénesis y cetosis. En este caso el cerebro empieza a

utilizar cuerpos cetónicos para obtener energía y la grasa neu

tra es rápidamente catabolizada. 

Por lo anterior, el balance nitrogenado no se debe mantener -- 

por debajo de los diez aminoácidos esenciales; aunque la histi

dina y la arginina no son esenciales, si se requieren para un

crecimiento normal. 

Otros aminoácidos en el cuerpo pueden sintetizarse en vivo -- 
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dentro del organismo, en cantidad suficiente por aminación o - 

interconversión en el metabolismo de carbohidratos y grasas. 

Cuando cualquiera de los aminoácidos necesarios para la sínte

sis de una proteína es inadecuado, la proteína no se sinteti- 

za, entonces los otros aminoácidos que vienen en las proteínas

son desaminados y el nitrógeno excedente se secreta en forma - 

de urea, ésto es probablemente la razón del balance nitrogena- 

do negativo cuando un simple aminoácido esencial se omite en - 

la dieta ( 5). 

7— Digestión de las proteínas

Las proteínas corporales están formadas por 23 aminoácidos di

ferentes, 13 de los cuáles se sintetizan en el organismo y 10

son considerados esenciales por venir necesariamente en la -- 

alimentación ya que el organismo no los sintetiza ( 10). 

Las proteínas son digeridas directamente de los alimentos que

se consumen, su catabolismo se inicia en el estómago por ac- 

ción de un grupo de enzimas que se activan en presencia del - 

ácido clorhídrico del jugo gástrico, estas enzimas son el -- 

pepsinógeno que se transforma a pepsina activa y la gastricsi

na, éstas transforman a las proteínas a proteosas, petonas y

polipéptidos ( 10). 

Mamíferos jóvenes secretan renina la cual hidroliza parcial- 

mente el caseinógeno ( proteína de la leche) dándonos caseína

soluble, que en presencia de sales de calcio se forma un coágu

lo de caseinato de calcio el cual es rápidamente digerido enzi

máticamente. La existencia de renina en el humano no ha sido

bien establecida, de tal modo, que este papel se atribuye a - 

la pepsina ( 15). 
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La digestión continua en el intestino, ahí los productos de de

gradación por la acción enzimática de la tripsina y quimiotrip- 

sina provenientes del jugo pancreático y carboxipolipeptidasas

del jugo intestinal se reducen hasta polipéptidos y algunos -- 
aminoácidos. 

Finalmente los polipéptidos por acción de aminopolipeptidasas

y dipeptidasas del jugo intestinal se hidrolizan hasta amino- 

ácidos ( 10). 

Proteínas Proteosas
H C1_ 

Nucleoporteína pepsinógeno pepsina Peptonas

Colágena Polipéptidos

Tripsina quimiotripsina carboxipolipeptidasas

Caseína Polipéptidos

dipeptidasas Aminoácidos
7

Aminoácidos aminopeptidasas

2. 3.- Digestión de nucleoproteínas

La parte protéica es removida de las nucleoproteínas por el áci

do clorhídrico del estómago y digerida con las otras enzimas - 

del alimento. 

Los ácidos nucléicos libres son hidrolizados enzimáticamente

primero a nucleótidos en el intestino por las nucleasas pan— 

creáticas, los nucleutidos se rompen en nucleósidos y ácido - 

fosforíco por medio de enzimas que están localizadas en la luz

del intestino ( 5, 15). 

Los productos finales de degradación son pentosas, purinas y

pirimidinas las cuales son absorbidas y catabolizadas a través
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del metabolismo de los ácidos nucléicos ( 15, 5). 

2 4AMINOACIDOS. 

2. 4. 1.= Absorción de aminoácidos

La absorción de las proteínas en el aparato digestivo después - 

de que han sido hidrolizados por las enzimas digestivas y libe
rados como aminoácidos, se lleva a cabo dentro de los capila- 

res del intestino y entran a la circulación portal para ser -- 

acarreados a la circulación general y al hígado ( 10, 15). 

En sangre y en líquido extracelular se encuentra una pequeña

cantidad de aminoácidos, su concentración total es aproximada- 

mente de 30 mgs/ 100ml. 

Dicho de otra forma, la concentración de los 23 aminoácidos es

sólo 1/ 3 de la concentración de glucosa, esta disminución se - 

debe a que los aminoácidos son absorbidos por las células con

gran rapidez ( 10). 

La absorción es más rápida que una simple difusión, por lo -- 

que puede esperarse que están involucrados procesos activos - 

10, 5). 

Después de la ingestión de las proteínas en la dieta, hay un - 

aumento transitorio en el contenido de nitrógeno de los amino- 

ácidos de la sangre portal, los aminoácidos son metabolizados

más rapidamente que sus isómeros, los cuales son aparentemen- 

te absorbidos solamente por difusión pasiva. 

Hay tres tipos de transporte, uno que transporta aminoácidos

neutros, otro aminoácidos básicos y otro prolinas, hidroxipro

linas y algunos otros de ellos. 

La absorción de aminoácidos es rápida en el duodeno y yeyuno - 

pero baja en el íleo, aproximadamente el 50% de las proteínas



digeridas provienen de la comida ingerida, 25% están contenidas

en los jigos digestivos y el otro 25% son de las células de des- 

camación de la mucosa, algunas de las proteínas ingeridas en--- 

tran al colón y son eventualmente digeridas por acción bacte - 

riana, la proteína en este caso no proviene de la dieta pero - 

sí de bacterias y residuos celulares. 

En niños algunas de las proteínas no digeridas son también ab- 

sorbidas, los anticuerpos proteínicos contenidos en el claustro

materno, contribuyen a la inmunidad pasiva de los infantes con- 

tra las infecciones entrando a la circulación del intestino, - 

proteínas extrañas que entran a la circulación provocan la -- 

formación de anticuerpos y la reacción inmunológica ocurre so- 

bre subsecuente entrada de mayor cantidad de proteínas, lo que

puede causar síntomas alérgicos. 

Esta es la evidencia de que las células de la mucosa de los ani

males jóvenes absorben completamente a las proteínas por pino- 

citosis y éstas son las células maduras que normalmente pier- 

den la facilidad de absorber las proteínas por este proceso. 

La situación es probablemente similar en humanos; los niños -- 

son con frecuencia alérgicos a las proteínas alimenticias como

las presentes en el huevo, esta respuesta va disminuyendo a- 

través del crecimiento, sin embargo, algunos adultos desarro- 

llan síntomas alérgicos después de la ingestión de ciertas co- 

midas y en estos individuos la absorción de la proteína total

persiste presumiblemente ( 15). 

2. 4. 2 Reserva de aminoácidos. Intercambio y síntesis de las pro
Fe- 

Los aminoácidos después de su absorción dentro de la sangre, - 

difunden a través de los fluidos corporales y así alcanzan to - 
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das las células de los tejidos del cuerpo. 

Al mismo tiempo muchas de las proteínas tisulares ( proteínas

estructurales y funcionales) continúan desintegrándose para

dar aminoácidos, los cuales al mismo tiempo entran en la circu

lación y forman parte de la llamada " reserva de aminoácidos", 

este rompimiento de proteína se lleva a cabo en gran escala. 

Ninguna distinción funcional existe entre los aminoácidos que

derivan de la comida y los que se obtienen de los tejidos, de

la poza de aminoácidos comunes, son tomados por las células - 

cada célula de acuerdo con sus necesidades específicas) para

ser construidos a la estructura celular requerida. 

Si una célula toma tantos aminoácidos como los que pierde ---- 

existe lo que se llama un " equilibrio dinámico", si la pérdida

es mayor, las células se alteran y destruyen, si la ganancia - 

es mayor las células crecen. 

Dieta

Proteínas
cor orales

Poza de aminoácidos

escreción \ Proteína

urinaria inerte
pelo, uñas) 

ransaminación 

creatina

purinas y hormonas minación

pirimidinas `— 

desaminación Poza

Metabólica

H3 Común. 

Urea

El grado de síntesis de proteínas puede ser calculado de acuer
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do al grado de incorporación del nivel isotópico de aminoáci - 

dos. 

En animales experimentales esta interconversión se ha calcula- 

do y se ha visto que es mayor en mucosa intestinal, después -- 

de riñón, hígado, cerebro y músculo. 

Cada especie proteínica constantemente es perdida y resinteti- 

zada a un grado característico, algo de esta interconversión - 

refleja la renovación de las células y reemplazamiento de pro- 

teínas secretadas como sucede en la mucosa intestinal. 

En el hombre, el intercambio de proteína envuelve el rompimien

to y resíntesis de 80 a 100 g de tejido proteínico por día, -- 

cerca de la mitad ocurre en el hígado, en un promedio general

las proteínas del plasma son completamente reemplazadas cada

15 días. 

La poza o reserva de aminoácidos no tiene una realidad anató- 

mica, pero representa una habilidad de construcción de unida- 

des de aminoácidos. 

Así la reserva contiene no sólo todos los aminoácidos libres

de la sangre y fluidos biológicos, sino también aminoácidos - 

los cuales habrán sido liberados por el rompimiento de una -- 

porción de las proteínas tisulares. 

La reserva constantemente sufre disminución debido a: 

1).- Gran escala de desaminacibn, en donde los grupos amino

son transformados a urea, dejando un residuo no nitrogenado. 

2).- Aminoácidos y derivados tales como creatinina que son per

didos en orina y otras secreciones biológicas. 

3).- Los aminoácidos continuamente deben de formar proteínas - 

tales como el pelo, los cuales no son parte del sistema diná- 
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mico de proteínas. 

De otra forma, la poza de aminoácidos está siempre siendo resta

blecida, por aminoácidos derivados de: 

1).- Reaminación de ciertos residuos no nitrogenados

2).- Aminación de fragmentos apropiados derivados de carbohi- 

dratos y rompimiento de grasas los cuales están presentes en la

reserva metabólica común. 

3).- Aminoácidos provenientes de proteínas de la dieta, absorbi

das a través del intestino hacia la sangre. 

A estos cambios se les ha designado como " metabolismo continuo

de aminoácidos". 

Los residuos no nitrogenados los cuales quedan libres posterior

mente a la desaminación de los aminoácidos se usan en algunos - 

otros caminos metabólicos. 

Los aminoácidos formados por rompimiento endógeno de las pro— 

teínas no tienen el mismo camino de aquellos derivados de pro- 

teínas ingeridas, éstos últimos constituyen la reserva común - 

de aminoácidos que suplen a las necesidades del organismo. 

En el riñón, la mayoría de los aminoácidos filtrados son reab

sorbidos pero en enfermedades tales como el síndrome de Fanco

ni de aminoaciduría, se presenta un defecto en la absorción de

los túbulos renales provocando la presencia de aminoácidos en

la orina. 

Así podemos decir que la síntesis de proteínas es mayor que - 

el rompimiento de ellas a todas las edades, que existen, ya - 

sea por el pelo, por la orina en forma de hormonas protéicas

y proteínas no absorbidas, que provienen de secreciones di— 

gestivas y secretan por las heces. 
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2. 4. 3 Conversión de proteínas en aminoácidos

Todas las células sintetizan más proteínas que las indispensa- 

bles para mantener la vida, de esta manera si se necesitan --- 

aminoácidos en otro sitio del cuerpo, algunas proteínas celula- 

res pueden transformarse en aminoácidos y ser transportados -- 

en tal forma, este proceso es catalizado por enzimas llamadas

catepsinas" que existen en todas las células sobre todo en - 

los lisosomas, la cantidad de proteínas en las células depen- 

de del equilibrio entre la síntesis y la destrucción, incluso

las proteínas que circulan en la sangre pueden ser transfor- 

madas en aminoácidos, pues las absorben las células reticulo-- 

endoteliales y quizá otras. Las enzimas que contienen, las -- 

desdoblan también a ácidos aminados. 

Por el cambio constante de ellos, las proteínas en todos los

tejidos del cuerpo se mantienen en equlibrio moderado entre

sí. 

Si se pierde proteína de un tejido o del plasma sanguíneo, - 

gran parte de las presentes en el resto del cuerpo se convier- 

ten en aminoácidos que son transportados al sitio en que se

necesitan para formar otras nuevas, existiendo así un equili- 

brio entre aminoácidos y proteínas plasmáticas ( 10). 

2. 4. 4 Utilización de aminoácidos para la síntesis de substan- 

cias químicas necesarias al organismo. 

Casi todas las reacciones metabólicas en las células necesi- 

tan de substancias químicas especiales para efectuarse y la - 

mayor parte de ellas se sintetizan con aminoácidos ( 10). 

Por ejemplo, la contracción muscular, exige de gran cantidad

de adenina y creatina, las células sanguíneas necesitan abun- 
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dante " hem" para formar hemoglobina y los riñones requieren -- 

abundante glutamina que se utiliza en la elaboración de amonia

co, la mayor parte de estas substancias son sintetizadas a par

tir de los aminoácidos, así mismo, este es el origen de muchas

Hormonas secretadas por glándulas endócrinas, entre ellas adre

nalina y tiroxina, formadas a partir de la tirosina, histamina

elaborada a partir de la histidina, diversas hormonas hipofi-- 

siarias que son proteínas de tamaño grande, la hormona parati- 

roides que consiste de una proteína pequeña y la insulina un - 

polipéptido de cadena muy larga ( 10). 

Un ejemplo de utilización de aminoácidos lo podemos ejemplifi

car con la ingestión de glicina, en el cual se marcan con isó

topos los átomos de carbono y nitrógeno. Después de la absor

ción de las mezclas de la glicina, la marcada y la ya presen- 

te en los fluidos orgánicos, se estudian los cambios sufridos

por este aminoácido; se ha comprobado así que suceden como si

gue: 

1).- Algunos aminoácidos son incorporados a las proteínas de

los tejidos o del plasma a grados variables con cada proteína. 

2).- Otros son utilizados para la construcción de compuestos - 

no proteínicos que contienen glicina, como parte de su estruc- 

tura. Ej. glutatión, ácido glicocólico y ácido hipúrico. 

3).- Algunos de ellos con convertidos reversiblemente a ami - 

noácidos como serina y cistina. 

4).- Otros son usados en la síntesis de constituyentes en los

cuales la glicina es un precursor específico. Ej: creatina, 

hem, pigmentos biliares, purinas, colina ( probablemente por - 

vía serina). 
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S).- El sobrenadarte es desanimado, el amoníaco es convertido

y excretado como urea o usado para aminación de varios cetoá- 

cidos para formar otros aminoácidos e indirectamente excreta- 

dos como iones ( NH4) en la orina. 

6).- El residuo no proteínico que resulta de las reacciones de

desaminación es así mismo desasimilado como CO2 y H20, produ - 

ciendo energía o convertido a glicógeno o glucosa ( 15). 

2. 4. 5.- Vías metabólicas específicas de los aminoácidos. 

En adición a la formación de unidades de todas las proteínas - 

en los tejidos, incluyendo a las enzimas y muchas de las hormo

nas, los aminoácidos tienen especial función en la formación - 

de otros componentes del cuerpo, algunos de ellos con funcio- 

nes metabólicas específicas muy importantes ( 15) 

Metionina, cistina, cisteína son aminoácidos que contienen azú

fre provenientes de Coenzima A, taurina y otros compuestos bio

lógicamente activos. 

Metionina es convertida a S- adenosil- metionina, la cual es

activada por un agente metilante en la síntesis de compues- 

pos tales como epinefrina, acetil colina y creatina, ésto re- 

presenta la mayor donación de grupos metilo activos los que -- 

pueden a su vez ser sintetizados de un derivado del ácido fór

mico enlazado a derivados de ácido fólico y cianocobalamina. 

Los aminoácidos que contienen azufre como metionina, cisteína

y cistina son las fuentes de obtención de los sulfatos en la

orina, aparte de trazas de vitaminas conteniendo azufre como

tiamina y biotina. 

Una cierta cantidad de compuestos de azufre son excretados -- 
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como azufre urinario neutro) pero la mayor parte de la excre- 

ción urinaria es en forma de sulfatos acompañados de cantida- 

des correspondientes de cationes como Na, K, NH4, y H. 

Los sulfatos etereos en la orina y ésteres sulfatados son deri

vados de sulfato orgánico ( R- 0- SO3H) formados en el hígado por

fenoles endógenos y exógenos, incluyendo estrógenos y otros -- 

esteroides, índoles y drogas ( 5, 15). 

Podemos referirnos también a la glicina como unidad fundamen- 

tal, a la arginina, que forma parte del ciclo responsable de - 

la formación de urea, y provee de un grupo amídico para la sín

tesis de creatina. 

A la histidina como precursor de la histamina etc. 

De los aminoácidos aromáticos la fenilalanina el cual es indis

pensable y puede ser convertido irreversiblemente a tirosina, 

la cual a la vez es precursor de la tiroxina, noradrenalina y

por consiguiente de adrenalina y pigmentos melanina del pelo

y la piel. 

La metionina uno de los aminoácidos indispensables puede ser

convertido irreversiblemente a cisteína, éste es ya un amino-- 

ácidc dispensable. 

La cisteína es rápidamente convertida a cisteína bajo condi— 

ciones

ondi- 

ciones de oxidación y la reacción es reversible bajo condicio

nes reductoras, proteínas conteniendo grupos SH libres como - 

la cisteína, frecuentemente es oxidada al correspondiente di- 

sulfuro ( 15). 

2. 4. 6. Obtención de la energía por medio de los aminoácidos

Además de ser usados los aminoácidos para la síntesis de pro- 

teínas y otras substancias químicas, algunos de ellos se em-- 

2



plean para obtener energía. 

El primer paso en este fenómeno es eliminar el radical amino, 

este procedimiento se llama " desaminación" y tiene lugar en - 

el hígado, el radical amino eliminado se convierte en amonía- 

co que se combina con anhidrido carbónico y forma urea, la se- 

cretada por los riñones en la orina; una vez más el hígado es

importantísimo en el proceso metabólico. 

Volviendo a las fórmulas de los aminoácidos se aprecia que - 

al eliminar el radical amino de algunos de ellos, quedan aún

compuestos químicos muy complicados, ciertos aminoácidos pue- 

den ser utilizados por el organismo a causa de su naturaleza

y en consecuencia, se excretan directamente en el tubo digesti

vo y se expulsan en las heces, sin embargo, al menos el 60% 

de los aminoácidos desaminados tienen estructura química lo - 

bastante sencilla para participar en las reacciones celulares

donde intervienen la glucosa y los cetoácídos. 

A menudo se oxidan directamente para formar agua y anhidrido

carbónico, proceso durante el cual se libera energía, si no se

necesita ésta por el momento pueden transformarse en grasas o

carbohidratos y después utilizarse con fines energéticos en - 

forma de ceotácidos o glucosa. 

Proteínas

u s ra os químicos necesarios

Aminoácidos' 

Proteínas neoformadas

aminoácidos de aminados
amoniaco

a
urea

H O+ CO + energi
arbohidra1s. 
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2. 5.- Conversión de Proteínas en Grasas y Carbohidratos

Las células corporales necesitan elaborar aproximadamente 45g
de proteínas al día, para substituirlas destruidas por el des

gaste natural. 

Si la ingestión de aminoácidos excede a la cantidad necesaria

para este fin, el exceso se desamina y se convierte en grasas

o carbohidratos o bien se utiliza como fuente energética, en

otras palabras, las proteínas no se almacenan en el cuerpo - 

como tales, ni cuando están en exceso ( 10). 

2. 6.- Proteínas Tisulares y su Sínteis

Las funciones principales de las proteínas en las células son

dos principalmente: 

a).- Proporcionan casi todos los elementos estructurales

b).- Constituyen las enzimas que regulan las diversas reaccio

nes químicas celulares, en consecuencia la función dependerá

del tipo de proteínas que contienen. 

Cada célula es capaz de sintetizar sus propias proteínas, re- 

guladas por los genes del núcleo ( 10). 

2. 7.- Regulación de la Síntesis Proteínica por los Genes.- 

El núcleo de las células del cuerpo humano contiene 46 cromoso

mas dispuestos en 23 pares, a su vez, cada cromosoma consta de

muchos centenares de moléculas de ácido desoxirribonuclético, 

se acepta que cada molécula es un gen individual y que su -- 

función depende de su naturaleza química intrínseca y también

de su posición en el filamento cromos mico. 

Un gen nuclear regula la elaboración de un tipo correspondiente

de ácido ribonucléico, que pasa al citoplasma celular, tienen - 
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una composición algo distinta del ADN ( ácido desoxirribonucléi

co) del gen nuclear, los genes plasmáticos a su vez actúan co- 

mo " plantillas" para regular la elaboración de proteínas por - 

los ribosomas en el citoplasma, como las proteínas desempeñan

las funciones estructurales y enzimáticas celulares, los ge- 

nes nucleares y del plasma regulan indirectamente la función - 

global de la célula ( 10). 

2. 8.- Formación de las Proteínas Plasmáticas

Las principales proteínas del plasma con gran importancia des- 

de el punto de vista fisiológico son: las albúminas, la globu- 

lina y el fibrinógeno. 

Las albúminas crean la presión oncótica del plasma, las globu

linas proporcionan los cuerpos inmunizantes ( anticuerpos) y - 

el fibrinógeno se utiliza en la coagulación de la sangre. 

Casi todas estas substancias se forman en el hígado y después
pasan a la sangre, aunque una pequeña parte, sobre todo de las

globulinas es elaborada por células reticuloendoteliales, plás

máticas y linfocitos grandes. 

Las proteínas plasmáticas gon idénticas a la mayor parte de - 
las intracelulares, excepto que han salido a la sangre circu- 

lante. 

Se ignora el mecanismo en virtud del cual salen de las células

hepáticas y plasmáticas, pero en lo que se refiere a los linfo

citos grandes se ha observado que la membrana celular se rom- 

pe y vacía su contenido en ' la linfa, cabe que actúe un mecanis

mo semejante en el caso de las células hepáticas y plasmáticas
10). 
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3.- FISIOLOGIA Y PATOLOGIA DE LAS PROTEINAS. 

3. 1 Introducción

Se denomina fisiología general de las proteínas plasmáticas el

estudio de las modificaciones de sus diferentes fracciones con

sideradas en conjunto y sin tener en cuenta aquellas que pre- 

sentan una función específica en particular. 

El estado metabólico de las proteínas dentro del organismo es - 

lo que se conoce como " Proteinemia" y éste puede ser estableci- 

do por medio de un " Proteinograma", gracias a los métodos ins- 

trumentales que hacen posible la determinación cuantitativa de

las distintas fracciones presentes en el plasma. 

De acuerdo a lo anterior se ha permitido plantear y formular - 

una ley general que explique los puntos acerca del origen, meta

bolismo y mecanismo de regulación de la proteinemia. 

Esta ley permite una definición funcional de disproteinemia y
asocia a sus alteraciones en tres tipos fundamentales: 

1.- Seudoproteinemias.- Conocidas como falsas proteinemias

2.- Disproteinemias.- En este grupo están incluidas las hipo— 

proteinemias y las hiperproteinemias. 

3.- Paraproteinemias.- Que se refieren a las alteraciones cua- 

litativas de las distintas fracciones proteínicas ( 19) 

3.; L. Patología de las Proteínas del Plasma. 

En estados de enfermedad el total de proteínas y la razón en- 

tre las diferentes fracciones proteínicas puede cambiar cons - 

tantemente. 

El nivel del total de proteínas del suero hallado en jóvenes y

adultos de edad mediana sanos es de 6. 0 y 8. 2 9/ 100 ml. de sue
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ro, en plasma la presencia de fibrinógeno aumenta este valor

en 0. 2 a 0. 4 gr/ 100 ml., una variación diurna de 0. 5 gr/ 100 - 

ml refleja pequeños cambios en la razón entre el líquido vas- 

cular y el no vascular en el curso de la actividad diurna. 

En estados de deshidratación, pueden aumentar en un 10 a 15%, 

ascenso que se refleja en todas las fracciones. 

La deshidratación puede estar causada por disminución en la - 

ingestión de agua, como ocurre en franca privacién de agua o

excesiva pérdida de agua como en vómitos y diarreas graves, 

en la enfermedad de Addison y Acidosis diabética, la cantidad

absoluta de proteínas en suero no varía pero su concentración

aumenta a causa de la disminución del volámen del agua. 

En mieloma máltiple el total de proteínas puede aumentar a - 

más de lOg/ 100 ml. y este aumento se debe casi por completo a

la presencia de niveles señaladamente elevados de proteínas - 

del mieloma ( formas anormales de globulina gamma), las canti- 

dades de las otras fracciones proteínicas prácticamente no -- 

están alteradas. 

La hipoproteinemia está caracterizada porque los niveles del

total de proteínas están por debajo de 6. 0 gr/ 100ml. Se en- 

cuentra en muchos estados de enfermedad no relacionados entre

sí, en el síndrome nefrótico pueden perderse en la orina gran- 

des masas de albámina como resultado del escape de las molécu

las de albámina a través del riñón dañado, en síndrome de re- 

tención de sal, retorna agua para diluir la sal retenida, lo

que resulta dilución de todas las fracciones proteínicas, pa- 

cientes con quemaduras graves, hemorragias extensas o heridas
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abiertas pierden grandes cantidades de ellas, el agua es reem- 

plazada por el cuerpo más rápidamente que las proteínas y con

ello se produce una disminución en la concentración total, un

período largo de baja ingestión o absorción deficiente puede

afectar el nivel y la composición de las proteínas del suero, 

como sucede en el sprue y otras formas de mala absorción intes

tinal, al igual que la carencia aguda de proteínas ( Kwashior-- 

kor), en estas condiciones el hígado no tiene materia prima pa

ra sintetizar nuevas proteínas del suero a fin de reemplazar - 

las que se han perdido en el cambio normal. 

En general, pueden ocurrir cambios en la concentración total

en una, en varias o aún en todas las fracciones, también es po

sible que ocurran cambios significativos en las distintas frac- 

ciones sin cambios en la concentración total. 

En ocasiones el médico puede solicitar sólo un valor para el

total de proteínas en suero, sin embargo es más común que sol¡ 

cite los valores de las fracciones de albúmina y el total de

globulinas y de la razón albúmina/ globulina ( A/ G). En jóvenes

y adultos de edad mediana sanos, la cantidad de albúmina puede

variar de 3. 8 a 4. 7 g/ 100 ml. y el total de giobulinas de 2. 3

a 3. 5 g/ 100ml. El intervalo hallado para la razón albúmina/-- 

globulina es de 1. 1 a 1. 8 con un promedio de 1. 5, las globuli

nas suelen separarse por medio de métodos de fraccionamiento

salino, pero pueden estimarse por la suma de las fracciones -- 

separadas electroforeticamente, las albúminas pueden estimarse

por separado en virtud de su capacidad de enlace con ciertos - 

colorantes. 
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3.$. Generalidades

El valor del metabolismo nitrogenado para conocer la situación

clínica de un paciente está expresado por medio de las pruebas

clínicas de laboratorio: 
0

1).- Determinación de urea ( nitrógeno no proteínico) 

2).- Cuantificación de las proteínas del suero. 

El estado dinámico que existe entre aminoácidos y proteínas se

le ha llamado " equilibrio dinámico" o balance nitrogenado, en

el caso del estado de salud, el individuo ingiere la misma can

tidad de nitrógeno que excreta, como las proteínas en las célu

las constantemente sufren rompimiento a aminoácidos, parte de

ellos se utilizan en la síntesis de nuevas proteínas; en el - 

caso de que sea necesaria proteína exógena los aminoácidos

de reserva ( poza metabólica) se desamina en el hígado y son -- 

usados para las necesidades del organismo, o excretados direc- 

tamente en la orina en forma de urea y ácido úrico. 

Si la ingestión de nitrógeno está por debajo del nivel requeri

do para mantener las necesidades del organismo resultará un ba

lance negativo. 

El caso ch balance positivo se observa frecuentemente en niños

y mujeres embarazadas pues están siendo necesitadas gran canti

dad de proteínas, ya sea por formación de nuevas ( neoformación) 

o exceso de utilización ( 8). 

Además que el hígado ejerce una acción amortiguadora para los

aminoácidos igual a lo que sucede con la glucosa, cuando la - 

concentración de ellos es muy elevada gran parte es absorbida

por las céluas hepáticas donde probablemente pueden almacenar- 

se. 
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Como resultado de ésto, los aminoácidos se encuentran en esta- 

do de flujo continuo de una parte del cuerpo a otra; si la con

centración de aminoácidos de las células en una determinada zo

na disminuye mucho, entran aminoácidos de la sangre, éstos son

substituidos por otros que a su vez son liberados por otras - 

células; este intercambio puede representarse de la siguiente

manera: 

Células corporales Células hepáticas

ip
pryeinas  amiVoácidos

aminoYacidos proteínas

aminoácidos SangreProteínas plasmáticas

1 4J::) 
Célula reticuloendotelial

Investigaciones recientes han comprobabo que las hormonas corti

cosuprarrenales participan en el movimiento de los aminoácidos

de una zona del cuerpo a otra, ignorándose la naturaleza de es

ta función. 

Se acepta que aumentan la permeabilidad de la membrana celular

facilitando su penetración y estimulan por ello su traslado - 

rápido entre los tejidos, cuando se lesiona una porción del - 

cuerpo y son requeridos para la reparación celular aumenta mu

cho la secreción corticosuprarrenal y la movilidad resultante

proporciona el equilibrio de las proteínas necesarias al orga

nismo. 

Cuando la concentración de proteínas sanguíneas disminuye, pa

ra poder mantener la presión oncótica normal, aumenta la ela- 

boración de ellas por el hígado, se ignora el mecanismo de -- 
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este efecto que tiene gran valor para mantener la dinámica cir- 

culatoria normal, pues si la presión oncótica sanguínea excede

de la normal o es inferior a ella el transporte de líquidos en

los espacios tisulares se torna anormal ( 10) 

3. 9. Importancia clínica de las proteínas del plasma y suero

La sangre está constituida por formas celulares de partículas

en suspensión en un líquido llamado plasma, que es una mezcla

de substancias orgánicas e inorgánicas simples y complejas di- 

sueltas en agua. 

Si se recoge sangre sin anticoagulante en recipientes con super

ficies siliconizadas o no polares, el líquido que se separa se

llama plasma natural, éste guarda estrecha semejanza con el -- 

plasma que existe en la sangre circulante, sin embargo con fre

cuencia se usa anticoagulante como oxalato, citrato, EDTA y he- 

parina para preparar muestras de plasma porque está modificado

por la presencia de las substancias agregadas ( anticoagulantes) 

y por la pérdida parcial del cale} o enlazada por oxalato en el

caso de usar este anticoagulante. 

Si se deja que la sangre coagule, el líquido que se separa se

llama suero, el cual carece de la proteína fibrinógeno presente

en el plasma, pues ha sido transformado a fibrina insoluble en

el proceso de coagulación. 

En varios estudios clínicos es mucho más cómodo usar suero en

vez de plasma. 

El plasma o suero está constituido en un 9. 2 a 9. 3% de agua; - 

del 7 al 8% de solutos presentes, las proteínas son las que -- 

están en máxima concentración, aproximadamente de 6. 5 a 8. 5 -- 

gr/ 100 ml. de plasma o suero, sin embargo, a causa de su alto
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peso molecular, se calcula que existe aproximadamente 0. 8 a -- 

1. 10 nM/ ml. En trabajo clínico, las concentraciones de proteí

nas se dán en gramos por 100 ml. de volúmen del suero ( 1B). 

3.$.. Significado clínico de las proteínas del suero.- 

Los valores normales de proteínas totales son de 6 a 8% para

albúmina, 3. 5 a 5. 6% para globulina, 1. 5 a 3. 1% para la rela- 

ción albúmina/ globulina y 0. 2 a 0. 4 gr. para el fibrinógeno. 

La albuminuria es un tipo de padecimiento que es debido a una

alteración de albúmina en el plasma e indica una anormalidad - 

del riñón debida a un aumento en el plasma, debida a un aumen- 

to en la permeabilidad del glomérulo, la albúmina siendo una - 

molécula grande es excretada en grandes cantidades, y la rela- 

ción A/ G disminuye marcadamente. 

3. 6. Relación A/ G albúmina/ globulina en varias enfermedades

Existen cambios en relación con albúminas y globulinas en -- 

ciertos padecimientos, en el edema nefrítico la albúmina del

plasma se encuentra disminuida por lo tanto hay disminución - 

en el cociente A/ G, en el caso de edema natural y en el beribe

ri la albúmina disminuye y la globulina permanece normal, en

desnutrición la albúmina dismiuye y la globulina permanece

normal, en mieloma múltiple la albúmina no se altera o dismi

nuye y la globulina también permanece normal, en nefrosis la

albúmina es baja y la globulina puede estar normal o aumenta

da, en el caso de toxemia del embarazo la albúmina está dis- 

minúda y la globulina está normal o aumentada. 

La cantidad de albúmina es más importante que la de globulina

en el equilibrio del volúmen sanguíneo y en el balance de los
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líquidos después de una hemorragia la globulina es más rápida- 

mente regenerada. La inmunidad depende de la fracción glb.bulí

nica unida a los anticuerpos. 

La desnutrición es la causa más común de hipoproteinemia aunque

hay absorción normal de proteínas no pueden ser sintetizadas en

padecimientos hepáticos, un metabolismo anormal es encontrado

en diabetes melitus, anemia perniciosa y hiperparatiroidismo, - 

21 control dela diabetes y el tratamiento de anemia perniciosa

con extracto de hígado es seguida de un aumento en las proteí- 

nas, en hiperparatiroidismo los aumentos de proteínas vuelven

al nivel normal con un tratamiento adecuado, en cáncer del es- 

tómago, del hígado y del páncreas se produce una disminución - 

de las proteínas plasmáticas, así mismo se observa disminución

en nefrosis o en estados de nefritis debido a un aumento del - 

volumen sanguíneo y albuminuria. 

La hipoproteinemia en el embarazo puede deberse a inadecuados

hábitos alimenticios maternos con un consecuente consumo de - 

energía del feto e hipervolemia. 

Ciertos venenos tales como benceno, tetracoluro de carbono y - 

fosgeno causan hipoproteinemia debida al daño hepático que -- 

ocasionan, el tetracloruro de carbono es muy tóxico y ocasio- 

nalmente fatal en el hombre; en animales de experimentación - 

esta acción es letal, debida al daño profundo que produce en

el riñón ( 16). 

Las siguientes enfermedades están asociadas con hipoproteine- 

mia: 

1.- Desnutrición

a) dietaria

33



b) endémica y esporádica

2.- En infección crónica, pelagra, beriberi, etc. 

3.- Dificultades en absorción

a) idiopáticas
b) diarreas
c) fístula intestinal
d) cáncer del estómago o del páncreas

3.- Por una utilización inadecuada
a) anemia perniciosa incontrolada
b) diabetes mellitus no regulada. 

4.- Enfermedades del riñón

a) nefrosis ( todos los tipos) 
b) glomerulonefritis crónica

c) riñón amiloide

5.- Trastornos del hígado

a) cirrosis

b) cáncer

6.- Dilución de las proteínas

a) exceso en la administración de fluídos

7. - Pérdida de proteínas por: 

a) hemorragia aguda o crónica
b) lesiones cutáneas, quemaduras extensas

c) shock quirúrgico traumático

8.- Trastornos del corazón

9.- Hipertiroidismo

10.- Envenamiento crónico

a) benceno

b) tetracloruro de carbono

c) fosgeno ( gas de guerra) 

d) fósforo

11.- Toxemias del embarazo

La hiperproteinemia con disminución simultánea de albúminas y

con aumento en las globulinas ocurre en enfermedades del híga

do tales como cirrosis, cáncer, hemoconcentración, etc. junto
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con cross y glomerulonefritis aguda siendo la causa más común

en tales cambios. 

La hiperproteinemia está relacionada con hiperglobulinemia ya

que las estructuras reticuloendoteliales son se supone el si- 

do de origen de globulinas, enfermedades en donde se altera

este sistema causa con frecuencia hiperproteinemia, los altos

valores son mostrados en enfermedades en donde se afectan es- 

tas estructuras como sucede en leucemia monocitica aguda, -- 

mieloma múltiple y Kala- azar. 

Ocurre hiperproteinemia en infecciones crónicas, especialmente

aquellas de naturaleza supurativa tales como abscesos del higa

do, bronquiositosis, tuberculosis, ostiomielitis crónica, endo

carditis, lupus eritematoso diseminado y periartritis nudosa. 

En estados de deshidratación la albúmina está aumentada sólo

temporalmente en estados iniciales de deshidratación después

de que las globulinas han sido aumentadas temporalmente. 

El edema de deshidratación se explica como sigue: la albúmina

se pierde y la dilución de la fracción remanente ocurre cuando

se inyecta solución salina u otros fluidos resultando insufi--- 

ciente la presión osmótica que ejercen las proteínas para pre-- 

nir la formación de edema. 

Los siguientes padecimientos están asociados con hiperproteine- 

mias

1. Deshidratación debida: 

a) ingestión insuficiente de agua

b) pérdida de flúidos. 

c) obstrucción intestinal y fístula

2.- Diarrea, especialmente en niños
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3.- Cólera

4.- Acidosis diabética

5.- Vómitos

6.- Calenturas

7.- Insolación

8.- Infecciones fulminantes

9.- Enfermedad de Adisson

10.- Enfermedades invlucradas con el sistema reticuloendotelial

11.- Mieloma múltiple

12.- Leucemia monocítica

3.- Infecciones crónicas

a).- Supurativas

b).- Tuberculosis ulcerativa

c).- Sifilis

d).- Linfopatía venérea

e).- Endocarditis bacteriana aguda

f).- Malaria

g).- Enfermedad de Hansen ( lepra) 

h).- Kala- azar

i).- Shistosomiasis

j).- Filariasis

k).- Tripanosomiasis

4.- Enfermedades crónicas inflamatorias( de etiología desconoci- 

da. 

a).- Feriatritis nudosa

b).- Lupus eritematoso

c).- Artritis reumatoide
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d).- Sarcoidosis

5.- Enfermedades del hígado

a).- cirrosis del hígado temprana

b).- cáncer primario de hígado

Existen ciertas enfermedades en que se presenta hiperglobuline- 

mias con hipoalbuminemias simultáneamente: 

1.- Enfermedades del hígado

a) cirrosis

b).- cirrosis primaria

c).- cirrosis secundaria del corazón

d).- cáncer

e).- cáncer primario

f).- cáncer metastático

2.- Nefritis Glomerular Aguda

3.- Combinación de dos enfermedades, una causa aumento de glo- 

bulinas y la otra disminuye la albúmina, como: 

1.- Con aumento de globulina

a).- Sífilis

b).- Tuberculosis

c).- Linfopatia venérea

d).- Periarteritis nudosa

e).- Endocarditis bacteriana aguda

f).- Mieloma múltiple

2.- Disminución de albúmina

a).- Nefritis

b)•- Malnutrición

c).- Diarrea ( 8). 

3. 4. Fisiologia de las proteínas del plasma
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Las proteínas plasmáticas desempeñan varias diferentes funcio- 

nes en el organismo aparte del papel nutritivo , ya que consti- 

tuyen una porción del fondo común de aminoácidos del cuerpo, - 

así las proteínas son una forma de almacenamiento de aminoáci- 

dos, si se necesitan éstos pueden descomponerse en el hígado y

producirse nuevos aminoácidos que se usan en la construcción - 

de otras proteínas, o también, pueden ser desaminados para for

mar ceotácidos, los cuales pueden movilizarse para procurar - 

energía calórica o transformarse en carbohidratos y lípidos. 

Actúan también como proteínas de transporte, muchos metaboli-- 

tos vitales como iones metálicos, hormonas y lípidos nem son - 

transportados. por todo el cuerpo enlazados a proteínas especí- 

ficas y llevados por ellas, algunas de ellas desempeñan una - 

función específica tal como sucede con las enzimas, anticuer- 

pos inmunes y las diversas proteínas asociadas con la coagula

ción de la sangre. 

Otra función muy importante es de naturaleza fisicoquímica ya

que por ser moléculas coloidales no son difusibles, ésto es, 

no pueden atravesar las membranas de las distintas paredes ca

pilares como pueden hacerlo otros solutos en la sangre. 

Así quedan atrapadas en el sistema vascular y ejercen una pre- 

sión osmótica coloidal la cual sirve para mantener un volumen

normal de sangre y un contenido normal de agua, en el líquido

intertiscial y los tejidos, la fracción de albúmina es la más

importante en el mantenimiento de la presión osmótica normal

normal o presión oncStica. 

Si la concentración de albúmina desciende a niveles bajos, es

capará agua de los vasos capilares y entrarán en el líquido - 
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extracelular y los tejidos con producción de edema. 

Las proteínas del plasma intervienen también en el mantenimien- 

to del balance ácido básico de la sangre, como componentes an- 

fóteros, funcionan como amortiguadores para reducir al mínimo

cambios súbitos en el pH de la sangre ( 16, 20). 

3.. Glicoproteínas y mucoproteínas .- 

Las proteínas conjugadas que contienen una mitad de carbohidra

to complejo enlazado a la cadena de proteína se denominan como

glucoporteinas y mucoproteínas. 

Se conoce un gran número de estas fracciones que presentan -- 

considerable variación individual en su composición y propie- 
dades, la cadena de carbohidrato enlazada a la proteína está

constituida por las hexosas galctosa o manosa, hexosaminas

aminozúcares), glucosamina o galactosamina, las metilpentosas

fucosa y un ácido siálico, como el ácido N' acetil neuramínico, 

el ácido siálico está situado en un extremo de la cadena del

carbohidrato, el otro extremo de la cadena está enlazada por

medio del enlace peptídico a una de las cadenas de la molécula

de proteína. 

Para facilitar su clasificación, las proteínas enlazadas a -- 

carbohidratos que contienen menos del 4% de hexosaminas se de- 

nominan glucoproteínas, y las que contienen más de 4% de hexosa

minas y de 10 a 75% de carbohidratos en total, se les conoce

como mucoproteínas, estas proteínas conjugadas difieren de las

albúminas y globulinas en que no precipitan por los ácidos sul

fosalisílico y perclórico. 
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Se encuentran mucoproteínas de interés clínico en suero y ori- 

na. Electroforeticamente, la mayoría de las mucoproteínas emi

gran con la movilidad asociada a la globulinas alfa uno, aun- 

que se pueden encontrar mucoproteínas individuales entre todos

los grupos eleclr Loréticos, se identifican también por su ca- 

pacidad para dar reacción positiva con el reactivo de Schiff, 

el color rosa característico se debe a la reacción entre la - 

porción de carbohidrato de la mucoproteína y el reactivo, el

mucoide que se encuentra en mayor cantidad en el suero es el - 

orosomucoide, tiene un peso molecular de 40, 000 aproximadamen- 

te y es bastante acídico, con punto isoeléctrico a pH 2. 3, -- 

también hay presentes otras mucoproteínas en cantidades varia

bles. 

Entre las verdaderas glicoproteínas se encuentran proteínas - 

del suero tan importantes como transferrina, ceruplasmina, -- 

haptoglobina y protrombina, aunque estas proteínas pueden i- 

dentificarse mejor con el uso de técnicas inmunoelectroforáti

cas, se acostumbra analizarlas aprovechando las propiedades - 

específicas de cada una de ellas, las mucinas se encuentran - 

junto con mucopolisacáridos en el moco, secreción elaborada - 

para lubricar los revestimientos y cavidades de muchos órga- 

nos. 

Normalmente se encuentra una pequeña cantidad de esta subs- 

tancia en la orina, y son eliminadas cantidades mayores en - 

estados inflamatorios del tracto genitourinario. 

Las mucoproteínas constituyen alrededor del 1 al 2% del to- 

tal de todas las proteínas del suero, el intervalo de concen- 
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centración que se informa presente en suero normal depende del

método de medición usado, el intervalo más aceptado es de 75 a

135 mgs/ 100 ml ( valor medio de 120 mgs/ 100 ml), en esta canti- 

dad están incluidos el orosomucoide y varios componentes menos

definidos, más una porción de las glicoproteínas. Aumentos en

los niveles del suero se asocian con la presencia de enfermeda

des inflamatorias agudas, artritis, tuberculosis, carcinoma, 

linfosarcoma, sin embargo, este aumento presupone función he- 

pática y adrenal normales en pacientes con manifiesta enferme- 

dad activa aguda. A causa de la gran dispersión en los valores

normales, de la insuficiencia de técnicas analíticas disponi- 

bles y de la naturaleza no específica de los procesos que con- 

ducen a valores elevados, la determinación de mucoproteínas -- 

del suero tiene escaso valor como diagnóstico clínico, no obs- 

tante esta determinación puede ser útil al médico por propor- 

cionarle datos de colaboración; en los casos de artritis reuma

toide los valores pueden variar de 100 a 400 mgs/ 100m1, en in- 

fecciones agudas de 120 a 450 mgs/ 100 ml. 

Las mucoproteínas del suero se aislan de otras proteínas en - 

virtud de su solubilidad en ácido perclórico, el cual precipi- 

ta otras proteínas del suero. 

Se precipitan entonces las mucoproteínas con ácido fosfowolfrá

mico, después de lo cual pueden ser determinadas por la medi- 

ción de su contenido proteínico por los métodos de Folin, del

biuret o de Kjeldahl o por una técnica nefelométrica si se mi

de la cantidad de carbohidrato se puede informar el resultado

en términos de la concentración presente o convertirlo en mu- 

coproteína total bajo el supuesto de que la mucoproteína con- 
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tracibn que se informa presente en suero normal depende del mé- 

todo de medición usado, el intervalo más aceptado es de 75 a - 

135 mgs/ 100 ml ( valor medio de 120 mgs/ 100ml.) en esta cantidad

están incluidos el orosomucoide y varios componentes menos defi

nidos, más una porción de las glicoproteínas. Aumentos en los

niveles del suero se asocian con la presencia de enfermedades - 

inflamatorias agudas, artritis, tuberculosis, carcinoma, linfo

sarcoma, sin embargo, este aumento presupone función hepática

y adrenal normales en pacientes con manifiesta enfermedad acti

va aguda. A causa de la gran dispersión en los valores norma- 

les, de la insuficiencia de técnicas analíticas disponibles y

de la naturaleza no específica de los procesos que conducen a

valores elevados, la determinación de mucoproteínas del suero

tiene escaso valor como diagnóstico clínico, no obstante esta

determinación puede ser útil al médico por proporcionarle da- 

tos de colaboración; en los casos de artritis reumatóide los

valores pueden variar de 100 a 400 mgs/ 100ml., en infeccio--- 

nes agudas de 120 a 450 mgs/ 100 ml. 

Las mucoproteínas del suero se aislan de otras proteínas en - 

virtud de su solubilidad en ácido perclórico, el cual precipi

ta otras proteínas del suero. 

Se precipitan entonces las mucoproteínas con ácido fosfowol-- 

frámico, después de lo cual pueden ser deteminadas por la me- 

dición de su contenido proteínico por los métodos de Folin, - 

del biuret, de Kjeldahl o por una técnica nefelométrica si - 

se mide la cantidad de carbohidrato se puede informar el re- 

sultado en términos de la concentración presente o convertir- 

lo en mucoproteina total bajo el supuesto de que la mucopro-- 

42



tiene 12% de carbohidrato; se dispone también de métodos para

determinar hexosas enlazadas a proteínas del suero, así como

hexosaminas del suero, el procedimiento para determinación de

mucoproteínas que aquí se presenta está basado en uno ideado

por Winzler, por este método se separan y se miden por su con- 

tenido de tirosina con el reactivo de Folin- Ciocolteau ( se -- 

asumen que la mucoproteína contiene en promedio 4. 2% de tiro- 

sina). 

3. 8. Crioglobulinas del suero v su importancia clínica

Con este nombre se conocen a las proteínas anormales presen- 

tes, en el suero, y que pueden precipitar o gelificar cuando

se enfría el suero a baja temperatura pero que se redisuelven

al volver a calentar el suero a 370C, estas globulinas no son

de origen hepático, sino que son producidas por alguna parte

del sistema reticuloendotelial, a menudo se asemejan a célu - 

las del plasma o de la médula ósea. 

Algunas crioglobulinas son indistinguibles de las verdaderas

globulinas gamma inmunes, mientras que otras presentan carac- 

terísticas distintas, emigran electroforéticamente entre las

globulinas beta y gamma, su peso molecular varia de 100, 000 a

1, 800, 000 y su contenido de nitrógeno es del orden de 14 a -- 

16%. 

La presencia de crioglobulinas está asociada con varios esta- 

dus clínicos diferentes, se hallaron primero asociados con -- 

mieloma múltiple pero también se encuentran en Kala- Azar, -- 

lupus eritematoso, linfosarcoma, artritis reumatoide y otras

enfermedades autoinmunes y a menudo también con esclerosis vas

cular y defectos de plaquetas en la coagulación de la sangre. 

En la crioglobulinemia esencial, las crioglobulinas no acom-- 
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pañan a ningún estado de enfermedad bien definido, clínicamen- 

te las crioglobulinas presentan los rasgos del síndrome de Ray
naud, intolerancia al frío, púrpura, gangrena y úlceras en la

piel. 

Las crioglobulinas tienden a gelificar en la sangre cuando és- 

ta circula en los dedos de los pies y manos, menoscabando la - 

circulación en estas regiones pudiéndose producir muerte por -- 

bloqueo de los vasos sanguíneos en órganos vitales tan importan

tes como los riñones, el cerebro y los pulmones; los síntomas

específicos dependen de la cantidad presente y del grado de -- 

respuesta antiinflamatoria. 

3. 9 Macroglobulinas y macroglobulinemias

Una pequeña porción menos del 4 al 5% de las proteínas totales

del suero está representada por moléculas de gran tamaño, con

pesos moleculares cerca de 1, 000. 000, estas proteínas son lla- 

madas macroglobulinas. 

El nivel normal presente en plasma es aproximadamente de 0. 2

gr/ 100m1, con variación de 0. 07 a 0. 43 g/ 100ml, en un número - 

muy pequeño de individuos se pueden hallar niveles considera- 

blemente altos, la macroglobulinemia es una enfermedad metabó- 

lica caracterizada por pérdida de peso y susceptibilidad a las

infecciones y en ella está involucrado todo el sistema reticulo

endotelial, la imagen electroforética del suero es similar a

la correspondiente al mieloma múltiple, se hallan en ocasio- 

nes proteínas de Bence Jones y algunas de las macroglobulinas

se comportan como crioglobulinas, con el menoscabo consiguien- 

te del flujo de sangre en las extremidades. La macroglobuline

mia secundaria es más frecuente y está asociada con otros pade
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cimientos como leucemia, linfosarcoma y artritis reumatoide. 

La macroglobulinemia se diagnostica por medio de la ultracen- 

trifugación en una muestra de suero, también se pueden aislar

por filtración en geles utilizando Sephadex 200 o por cromato- 

grafía en capa fina, las imágenes electroforéticas pueden pro- 

porcionar prueba confirmatoria y el nivel aumentado de macro— 

globulinas se demuestra por la presencia de arcos de precipita

ción densos con antisueros Anti IgM. 

El ensayo Sia es un simple ensayo basado en el hecho de que -- 

las globulinas IgM tienen menor solubilidad en agua que contie

ne baja concentración de sales, por este procedimiento se agre

ga lentamente 0, 1 ml. de suero, de modo que resbale por las pa

redes de un tubo de ensayo a una solución conteniendo 5. Oml. - 

de fosfato amortiguador 0. 01 M. a pH de 7. 1, si hay presentes

macroglobulinas a niveles de más de 0. 7 gr/ 100ml., se forma un

precipitado que se redisuelve con NaCL con una punta de una es

pátula. 

Los sueros de pacientes normales, con mieloma y artritis no -- 

dan precipitados y los sueros lipémicos sólo producen opalesen

cia nebulosa, los sueros de pacientes con malaria y Kala- azar

dan resultados positivos. 

3. 19 Amiloide

Como resultado de una enfermedad supurativa crónica de largo

término y de otros padecimientos se deposita en los vasos san - 

guineos y en la mayoría de varios órganos un tipo de substan- 

cia proteinácea anormal llamada amiloi.de. Muestras histológi-- 

cas de este tejido se tiñen de yodo acuoso y el color se vuel- 

ve azul a acidificar, a causa de esta reacción semejante a la
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que presenta el almidón se le llamó " amiloide", la cual no es

almidón sino que se cree es una glicoproteina compleja que -- 

contiene ácido condr.ioitinsulfúrico, ocurriendo degeneración

amiloidea como secuela de enfermedad como en el caso de artri

tis reumatoide, sífilis, tuberculosis y enfermedad de Hodkin. 

La substancia amiloide tiene la propiedad de absorber coloran- 

tes como el rojo congo y azul de Evans, esta propiedad de ab- 

sorber colorantes se usa en la detección química del amilide

para confirmar diagnósticos hechos por examen histológico de

biopsias. 

La más común de ellas es la amiloidosis secundaria y la prima- 

ria, que es muy rara y va acompañada de enfermedad previa. 

3. U. Proteina de Bence Jones

Como proteína de Bence Jones se designan a un grupo de proteí- 

nas anormales presentes en la orina del 35 al 65% de pacientes

con mieloma, que precipitan a altas temperaturas y se redisuel

ven al ser calentadas nuevamente y se les ha llamado también

Piroglobulinas ( 16). 
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4. TECNICAS DE FRACCIONAMIENTO PROTEICO

4. 1 Generalidades

Todos los líquidos biológicos contienen una mezcla heterogénea

de proteínas, muchas de las cuales sólo están presentes en -- 

pequeñas cantidades, por lo que la separación química o físi- 

ca de los componentes proteínicos de las mezclas es lo que se

conoce como " FRACCIONAMIENTO PROTEICO". 

El primer fraccionamiento data de los últimos cien año y fuá - 

llevado a cabo por solubilización salina con sulfato de amonio, 

a la fracción que precipitó con un 50% de saturación se le lla- 

mó albúmina, encontrándose que esta es soluble en agua en au- 

sencia de sales, sin embargo las globulinas requerían de sales

neutras para lograr su completa solubilización. 

Subsecuentemente se encontró que sólo una porción de las globu- 

linas es insoluble en agua pura, a esta porción se le llamó -- 

euglobulina o verdadera globulina; ha sido definida como la -- 

fracción precipitada a partir de una solución diluida o por a- 

cidificación con CO2. 
Varios de los métodos de fraccionamiento han sido aplicados a

las proteínas en plasma y otros líquidos corporales y en mate- 

ria de fraccionamiento se han empleado otras sales diferentes

del sulfato de amonio, el cual ha sido usado desde 1901 y fué

popularizado por Howe en 1921. Campbell y Hanna en 1937 reco- 

mendaron el uso del sulfito sódico y por último el uso de éter

se introdujo posteriormente por Wolfspn, Cohn y colaboradores. 

Entre otras sales usadas en técnicas de fraccionamiento se nue

den mencionar sulfato de magnesio, hiposulfito de sodio y fos- 

fato de sodio. 
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Los métodos de precipitación salina casi han desaparecido del

uso del laboratorio clínico desde la década pasada. 

El uso de diferentes solventes orgánicos en fraccionamiento - 

como estanol, propuesto por Cohn y el metanol por Pillimer y

Hutchinson, éter por Keicwick y Mackey es adaptable al amplio

procedimiento y se ha encontrado una aplicación comercial im- 

portante, pero el aprovechamiento general no es práctico porque

hay necesidad de trabajar a temperaturas por debajo de OoC. 

Un nuevo concepto fuá expresado con el advenimiento de la --- 

electroforesis desarrollada por Tiselius en 1937; la cual se

basa en el principio de que en una mezcla de proteínas al apli

car una diferencia de potencial, cada una responderá de acuer- 

do con su carga eléctrica superficial en forma característica

a un pH determinado. 

La velocidad de migración dependerá principalmente de la densi- 

dad de carga de la molécula de la proteína, la fuerza iónica - 

del amortiguador, la forma y en menor grado la masa de la molé

cula, éstos son factores que ejercen efecto sobre la rapidez

de su movimiento. 

La utilidad de este método se debe a que pueden escogerse dife

rentes valores de pH con el consiguiente efecto sobre la carga

eléctrica de la molécula proteínica, lo cual hace posible la - 

valoración del número de componentes de una proteína; además - 

de que puede medirse la movilidad electroforética de las dife- 

rentes proteínas. 

A este método se le llamó electroforesis de límite móvil y fué

durante muchos años un método muy valioso para el análisis --- 

cuantitativo de mezclas complejas de protéínas, pero presenta
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algunos incovenientes. 

Con el tiempo se desarrollaron otros tipos de electroforesis, 

la electroforesis de zona que se efectúa sobre soportes sóli- 

dos ( papel filtro, gel de almidón, gel de poliacrilamida, --- 

etc); con estos materiales se han ido obteniendo mayor número

de bandas electroforéticas. 

Se vi6 que el acetato de celulosa presentaba mayores ventajas

que el papel en cuanto a rapidéz, simplicidad y alto poder de

resolución y el gel de agar a la vez ofrecía ventajas sobre - 

el acetato de celulosa, además del uso de soportes plásticos

en lugar de vidrio. 

Sin embargo el uso de gel de agar tiene el inconveniente prin- 

cipalmente en la preparación y almacenamiento de las tiras, -- 

los geles de almidón y poliacrilamida poseen gran exactitud. 

Con el uso de amortiguadores como el barbital sódico, la elec- 

troforesis sobre discos de acrilamida se separan las proteínas

en bandas muy delgadas o discos y permite realizar el análisis

con cantidades mínimas de mezclas complejas de proteínas, ob- 

teniéndose de 20 a 30 bandas en contraste con los otros méto- 

dos donde se obtenían de 5 a 7 bandas electroforéticas. 

Así fué identificado el componente de mayor movilidad electro- 

forética como la fracción de albúmina y se identificaron otros

tres componentes llamándoseles arbitrariamente globulina alfa, 

beta y gamma. 

Se identificó un componente diferente entre la globulina alfa

y la gamma; también se identificaron componentes en suero nor- 

mal y anormal. La electroforesis es un simple reemplazamiento
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de las técnicas de precipitación salina para determinar la rela

ción albúmina/ globulina y la cantidad de proteínas totales y ha

sido establecida como un método de eleccción de fraccionamiento

protéico en el laboratorio clínico, con sus limitaciones quizá

por el cristo del equipo. ( 1) 

Otras técnicas de fraccionamiento proteico han sido limitadas

y sus aplicaciones son altamente especializadas en Química Clí

nica. 

Mediante el empleo de la ultracentrífuga inventada en 1925 por

T. Svedverg; pueden obtenerse fuerzas centrifugas que superan

250, 000 veces la fuerza de la gravedad y debido a ésto puede - 

usarse para separar dos o más substancias en solución, que di- 

fieran en densidad y algunas veces en configuración molecular. 

Las altas fuerzas gravitacionales hacen que las moléculas sed¡ 

menten de las soluciones y que se opongan a la fuerza de difu- 

sión, que mantiene uniformemente dispersas a las moléculas en

la solución. 

La medida de separación de las partículas es evaluada mediante

sistemas ópticos de índice de refracción en diferentes posicio- 

nes a lo largo de la celda, las medidas se toman mediante foto

grafía a intervalos de tiempo determinados durante la centrifu

gación, el sistema impulsor de la ultracentrífuga produce velo

cidades constantes sin vibración. 

Para determinar el número de componentes por ultracentrifuga-- 

ción se determina el número de fronteras, tomando en cuenta -- 

los picos de los gradientes diferentes de concentración obser- 

vados: ( el área bajo el pico será proporcional a la cantidad - 

de proteína presente en ese punto). 
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Estas medidas de velocidad de sedimentación pueden darnos in- 

formación sobre el peso molecular de la proteína, su estado de

pureza y la composición de una mezcla; ya que proteínas diferen

tes sedimentarán a velocidades diferentes. 

La ultracentrifugación no es recomendable en laboratorio clí- 

nico de rutina por ser un instrumento caro y con poco rendi- 

miento práctico, es útil en ayuda al estudio de lipoproteínas, 

macroglobulinas e inmunoglobulinas que contienen cadenas pesa- 

das de globulinas. 

Otro de los métodos usados en la separación de proteínas es la

cromatografía, que puede definirse como la técnica de separa— 

ci6n

epara- 

ción de una mezcla de solutos basándose esta separación en la

diferente velocidad con que se mueve cada uno de ellos, a tra- 

vis de un medio poroso, arrastrados por un disolvente en movi- 

miento. 

En el caso de las moléculas de proteína, la separación se basa

en las diferencias en tamaño, forma y carga de la molécula en

cuanto afectan a la velocidad de flujo por diversos tipos de - 

medios cromatográficos. 

Esta técnica aprovecha aquellas propiedades que permiten la re- 

solución de mezclas por medio de la separación de alguno o to- 

dos los componentes en zonas de concentración o en diferentes

fases de las que estaban inicialmente presentes, independiente- 

mente de la naturaleza de la fuerza o fuerzas causantes del mo- 

vimiento de la substancia de una fase, a otra. 

En 1906 el biólogo ruso Tswett utilizó una columna de vidrio - 

rellena de sulfato cálcico finamente dividido, provista de una

llave en el extremo inferior, e indicó que cuando una mezcla de

pigmentos verdes de plantas colocadas en lo alto de la columna
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al agregarle éter de petróleo aparecían una serie de bandas

horizontales de distintos colores que correspondían a cada - 

uno de los pigmentos de la mezcla y que indicaban la separa- 

ción de cada uno de los componentes del pigmento a lo largo de

ella. 

Este experimento, fui sin duda la primera aplicación de una co- 

lumna de adsorción cromatográfica. 

A causa de diferencias en el tamaño, forma y composición quími

ca, proteínas diferentes se adsorberán a diferente velocidad - 

en diversos adsorbentes y ser eluídos por lo tanto a distinta

velocidad. 

Se podrán separar unas proteínas de otras y obtenerse así en

forma muy pura por medio de regulación del pH, tipo de amorti- 

guador empleado, concentración, con la debida elección de ad— 

sorbentes y soluciones eluyentes. 

Entre los adsorbentes usados figuran resinas de intercambio

iónico y materiales de filtración molecular ( cribas) así como

geles de sephadex y bio -rad. 

En los métodos cromatográficos existen dos fases una estaciona- 

ria y otra móvil, la separación de substancias depende del mo- 

vimiento relativo de la fase móvil a la fase estacionaria y la

distribución de las substancias que son separadas entre las -- 

dos fases. 

También pueden dividirse dependiendo si la fase estacionaria es

sólido o líquida. 

Si es un sólido el método se denomina cromatografía de adsor- 

ción y si es un líquido cromatografía de partición. 

En general, son cuatro tipos principales de cromatografía que - 

pueden dividirse en otros: 
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1).- Cromatografía en fase líquido -sólido

a) Cromatografía de absorción clásica

b) Cromatografía de intercambio iónico

2) Cromatografía gas - líquido

3) Cromatografía líquido -líquido

a) Cromatografía de partición

b) Cromatografía en papel

c) Cromatografía en capa fina

4.- Cromatografía de gases

Existe también la cromatografía de filtración por geles. 

El objeto de la cromatografía en todos los casos es la separa- 

ción de mezclas, en sus componentes a base de las diferencias

específicas en sus propiedades físicas. 

En la cromatografía en papel las propiedades físicas que deter

minan la separación en cada caso son la velocidad de difusión, 

la solubilidad del soluto y la naturaleza del disolvente, en - 

la cromatografía en sistema líquido -líquido, las separaciones - 

se basan en las diferencias en solubilidad entre dos fases lí- 

quidas, uno de los líquidos es usualmente acuoso y el otro un

disolvente orgánico. 

La solubilidad puede modificarse por cambios en la fuerza ió- 

nica o el pH de cada una de las dos fases líquidas. 

En el sistema de filtración en gel la separación se debe a di- 

ferencias de signo y densidad de carga iónicos. 

En la capa fina, que así mismo se basa en la velocidad de difu

sión, y la solubilidad de las substancias que interesan, en di- 

solventes a medida que los componentes de la muestra emigran - 

por medios como por ejemplo gel de sílice. 
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Una adecuada resolución precisa de proteínas del plasma es posi- 

ble utilizando la cromatografía de intercambio iónico con el uso

de columnas de DEAF celulosa y DEAF sephadex. 

Los métodos cromatográficos demandan más especialización técni

ca y son más lentos además que requieren de un equipo caro pa- 

ra separar y cuantificar las diferentes fracciones por lo que

su uso es limitado ( 16) 
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4. 2 ULTRACENTRIFUGACION

Las centrífugas de laboratorio pueden producir fuerzas centrí- 

fugas de 500 a 4., 000 tantos la fuerza de gravedad, ( ésto es -- 

500- 4, 000 xg), lo cual es suficiente para efectuar separacio- 

nes de precipitados en 10 a 15 minutos. 

La fuerza obtenida está gobernada por dos factores: 

1).- El radio de rotación que es fijo para cada centrífuga

2).- La velocidad de rotación o velocidad angular, que puede

variarse a voluntad. 

Entonces mediante el empleo de la ultracentrifuga inventada por

T. Svedverg en 1925 pueden obtenerse campos centrífugos que su- 

peran 250, 000 veces la fuerza de gravedad. 

Se necesitan velocidades muy altas del orden de 30, 000 a ---- 
P

100, 000 r. 0. m. para producir fuerzas centrífugas de 50, 000- - 

200, 000 x g pero aún con el uso de ultracentrífugas se necesi- 

tan horas o días para obtener separación o aislamiento de las

soluciones en estudio. 

La velocidad de sedimentación se expresa por el coeficiente - 

de sedimentaciSn S y es función del peso y forma de la partí— 

cula: 

S- dx/ dt
W2X

X= distancia desde el centro de rotación

W= velocidad angular en radianes / segundo

t_ tiempo en segundos. 

Las proteínas poseen coeficientes de sedimentación en un inter
13

valo de lx10x 10 segundos, y recibe el nombre de unidad -- 

Svedverg. 
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13

Así un coeficiente de sedimentación de 8 x . 10 seg. se indi- 

cará como 8 S. 

Una unidad Svedverg se puede definir como la velocidad de la - 

molécula que se sedimenta por unidad de campo gravitacional o
13

sea ( lx 10 seg/ dina/ g). 

Sabiendo el coeficiente de difusión se pueden calcular los pe- 

sos moleculares por la siguiente ecuación que relaciona a S con

el peso molecular: 

PM = RTS

V= Volúmen D ( 1- Vp) 

R= constante de los gases

T= temperatura absoluta

S= unidad Svedverg

D= constante de difusión

p= densidad de la solución

Para la determinación del número de componentes por ultracentri

fugación se determina el número de fronteras, tomando en cuen- 

ta los picos de los gradientes de concentración. 

Y así no es necesario medir los coeficientes de difusión usan- 

do la fórmula anterior. 

Aunque el coeficiente de sedimentación aumenta con el peso mole

cular no es proporcional al mismo, ya que influye la resisten- 

cia a la fricción del disolvente y la forma de la partícula. 

No obstante como indicamos se puede calcular el peso molecular

a partir del coeficiente dé sedimentación por medio de la ecua- 

ción de Svedverg

R. viene siendo una constante y está referida a ergios x mol x

grado. 
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La Ultracentrífuga se usa clínicamente para demostrar la presen

cia de macroglobulinas en pacientes con macroglobulinemia de

Waldestrom y en pacientes con mieloma, además se usa para ais- 

lar lipoproteínas del plasma y en su asociación con enfermedad

arterioesclerótica. 

En realidad el estudio de proteínas por ultracentrifugación vie

ne siendo un método de investigación más que de uso clínico. 

Las proteínas del suero pueden separarse en tres grupos de se- 

dimentación: 

1.- Proteínas con densidad menor de 1. 063

2.- Proteínas con densidad mayor de 1. 2

3.- Proteínas intermedias con densidades entre 1. 063 y 1. 20

Gofman describió un método de flotación que se aplica a proteí

nas del suero como útil herramienta en diagnóstico clínico, -- 

sin embargo por ser muy larga no se usa en trabajo de rutina. 

Este investigador demostró que las fracciones más ligeras se

separan más facilmente por adición de una sal al suero, para - 

aumentar su densidad de 1. 063 y así podrán flotar sobre el -- 

suero con la solución salina. 

Estas fracciones se caracterizan por sus valores S de estas - 

proteínas a las que se les denomina FDL ( proteínas con frac- 

ción de densidad ligera) y se separan en subclases: 

S 7 0- 10
f

S 710- 20

f

S 720- 400

f

S 7 400
f
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Las proteínas con densidades de 1. 063 a 1. 200 contienen tam--- 

bién lípidos, emigran electroforéticamente como globulinas al- 

fa y se designan como alfa uno, alfa dos y la fracción de den- 

sidad alta FDA. 

Gofman ha insistido en que la fracción S 12- 20 es de máximo
f

interés pues el aumento está relacionado con enfermedad arte- 

rioesclerótica y la incidencia en infartos del miocardio. 

Otro índice usado es la razón entre las fracciones de lipopro

teinas beta y lipoporteinas alfa ( razón b/ ) en suero, en -- 

adultos jóvenes es de 2. 5 a 3. 0 aproximádamente y en personas

con arterioesclerosis puede ascender a 8. 0 ó 9. 0. 

Las fracciones FDL y FDA difieren principalmente en su conte- 

nido en triglicéridos. 

Los quilomicrones son glóbulos de lípidos rodeados por una -- 

membrana de proteína, pueden variar de 0. 1 a 1. 5 micras de -- 

diámetro, después de ser transportados por la sangre y linfa

del hígado, los glóbulos de triglicéridos son destruidos y -- 

las moléculas de grasa son transferidas a las lipoproteinas - 

alfa y beta con la depuración del plasma, las proteínas beta -- 

normales son las de la clase S 0- 12. Cuando enlazan triglicá- 
f

ridos para transporte a los tejidos o depósitos de grasa, se

convierten en fracciones FDL de las clases 12- 20, 20- 100 y - 

100- 400, según la cantidad del triglicérido. 

Una vez depositadas las grasas, las proteínas regresan a la - 

clase de S 0- 12, el colesterol y sus ésteres son transporta-- 
f

dos de modo similar, los fosfolipidos ayudan al transporte de

otra clase de lípidos. 

No se conoce todavía el papel de las lipoproteinas alfa, su - 
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concentración en el suero es constante, mientras que las lipo- 

proteínas beta varían durante el día y también con la edad. 

Otra técnica de flotación ayuda al diagnóstico de enfermedades

tales como arterioesclerosis, enfermedad cardíaca, diabetes y

enfermedad del transporte de lípidos, sin embargo, la técnica

no se usa en trabajo de rutina por ser muy larga. ( 16) 

4. 2. 1.- Descripción del Tamaño. Unidades de Svedverg.- La de

terminación del peso molecular es fácil en el caso de macromo- 

léculas y la forma tridimensional real sólo se conoce en unas

cuantas. 

Por ello es caso común compara moléculas grandes en términos - 

de la velocidad con la cual se mueven por una solución en un - 

campo centrífugo. 

La medida que se usa es la constante de sedimentación dada en

unidades de Svedverg ( S) y describen la velocidad alcanzada -- 

por unidad de fuerza aplicada, por una partícula que se mueve

a través del medio líquido. 

La determinación del peso molecular no es fácil en el caso de

macromoléculas y la forma tridimensional real, sólo se conoce

en unas cuantas. 

Por ello es caso común comparar moléculas grandes en términos

de la velocidad con la cual se mueven en una solución en un cam

po centrífugo. 

Los principios físicos en que está basada la sedimentación -- 

son: 

1.- Principio de Arquímedes que dice que la fuerza neta sobre

un objeto en un medio líquido depende de la diferencia entre la

masa del objeto y la masa del líquido que desaloja. Algo sus -- 
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El volumen parcial específico es el aumento. de volumen cuando

1. 0 g de soluto seco se añade a un volumen intesamente grande

de solvente; para la mayor parte de las proteínas en agua se - 

aproxima a 0. 74. 

Para obtener resultados los más exactos posibles es necesario

que los valores de S y D resulten a partir de medidas realiza

das a diversas concentraciones de proteína y sean extrapolados. 

a dilución infinita. 

Estas medidas de velocidad de sedimentación pueden darnos va- 

liosa información sobre el peso molecular de la proteína, su

estado de pureza y la composición de una mezcla de proteínas, 

ya que proteínas diferentes sedimentarán a velocidades diferen

tes. 

La densidad está gobernada a la vez por su estructura cuaterna

ria y por la naturaleza de grupos postéticos enlazadas a la - 

proteína. 

En el caso de los lípidos de densidad menor a la del agua, la

velocidad de sedimentación será menor, por ser proteínas con - 

lipoproteínas de baja densidad. 

Debido a ésto se clasifican: 

1.- Las albúminas como proteínas S4- 5, pues sedimentan a valo- 

res Svedverg de 4. 3, 4. 5 aprox. 

2.- Las globulinas gamma inmunes ( PmM. 165, 000) sedimentan de

6. 8 a 7. 5 se les llamará 7 s. 

3.- Otras globulinas gamma ( del tipo de macroglobulinas) IgM - 

se designan 19 S y 30 S. ( hay que aclarar que no hay una corre

lación entre la clase electroforética y la clase en base a la

velocidad de sedimentación). 
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pendido en el agua y que gira en el rotor de una centrífuga, 

se hundirá hacia la periferia, si es que es más denso que el

agua y flotará si es de menor densidad. 

Una macromolécula dada puede hundirse, flotar o moverse según

la densidad relativa de ella y del medio. 

Para evitar tener diferentes coeficientes de sedimentación pa

ra la misma molécula, es costumbre corregir los datos de modo

que se puede obtener la constante que describe la velocidad de

sedimentación en agua pura. 

El segundo factor determinante de la fuerza es el campo centrí

fugo el cual depende del radio del rotor y del cuadrado de la - 

velocidad angular. 

Los aparatos comerciales de rutina pueden acelerar muestras, - 

hasta de 250, 000 tantos la aceleración de la gravedad ( 250, 000

x g). 

Aunque no se puede comparar directamente las constantes de se- 

dimentación y peso molecular es útil tener una idea aproximada

de los intervalos correspondientes. 

El valor de 2 S será obtenido en el caso de proteínas casi es- 

féricas con peso molecular de 10, 000, moléculas largas y delga

das con constantes de sedímentación de 2 S pueden tener un pe- 

so molecular de más de 50, 000. 

La unidad 4 S corresponde de manera aproximada a un P. M. de -- 

50, 000 para proteínas esféricas, 8 S a 160, 000 y 16 S a 400, 000. 

Los pesos moleculares de moléculas largas y delgadas con las - 

mismas constantes son mayores ( 9). 
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4. 3 FRACCIONAMIENTO SALINO. 

4. 3. 1 Generalidades

Las proteínas en solución, forman soluciones coloidales, las

moléculas están cargadas a causa de grupos químicos ionizados

en su superficie, algunas moléculas del agua que les rodea co- 

mo disolvente, están más o menos enlazadas en las moléculas -- 

proteicas. 

Estos fenómenos dán a las proteínas ciertas propiedades de so

lubilidad que pueden modificarse drásticamente por la presen- 

cia de otros iones cargados. 

El medio más antiguo y todavía importante de diferenciar y se

parar proteínas se basa en estas relaciones de solubilidad ( 16). 

4. 3. 2 Bases Teóricas del Fraccionamiento Salino

La solubilidad de una proteína depende la fuerza iónica, cons

tante dieléctrica, pH, temperatura del solvente y es distinta

para cada proteína en particular. 

A pesar de estas grandes diferencias existe un hecho en la so- 

lubilidad de aminoácidos, péptidos y proteínas que es común - 

a todos ellos, son más solubles en un medio de una elevada -- 

constante dieléctrica, tales como el agua y muy insolubles en

medios no polares. Incluso disolventes tan relativamente pola

res como el alcohol metílico, el etílico, y la acetona actúan

como precipitantes cuando se añaden en cantidades moderadas. 

Los fraccionamientos salinos con sales neutras, se llevan a

cabo siempre en medio acuoso, por lo que el factor disolvente, 

es siempre la misma constante dieléctrica del solvente. 

Los factores de pH y temperatura se mantienen constantes den- 

tro de ciertos límites y no son la base fundamental de separa- 

ción de una u otra proteína, aunque el pH es de gran valor du- 
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rante todo el proceso del fraccionamiento. 

Queda como factor fundamental " la naturaleza de la sal y su -- 

concentración", en la que se implica el concepto de Fuerza Io- 

nica. 

La acción de una sal sobre la solubilidad de una proteína es -- 

distinta en general, según la concentración de la sal. 

A débiles concentraciones de sal se ejerce un efecto disolvente

y a elevadas concentraciones se ejerce un efecto precipitante. 

La interacción entre sal y proteína a débiles concentraciones

de sal es mucho más específica y los factores de constitución

molecular de la proteína que los determinan son cada vez mejor

conocidos y presentan gran valor para el subfraccionamiento en

disolventes no acuosos, con el objetivo final de obtener una - 

proteína en estado de pureza. 

Por el erario a concentraciones elevadas de la sal neutra la

interacción es menos específica y relativamente insensible a - 

las características químicas específicas de la proteína, de- 

pende de dos factores no tan específicos como son el tamaño -- 

general y la forma de la molécula protéica. 

La solubilidad de una proteína varía con el pH, siendo mínima

en su punto isoelictrico. 

Es posible separar una proteína de otra por precipitación a pH

variables, pero en las técnicas de fraccionamiento salino el - 

pli se mantiene constante dentro de límites más o menos estre- 

chos, según sea la mayor o menor precisión requerida para cada

método, por tanto, la influencia de este pH está en la mejor - 

separación de las distintas fracciones de proteínas constituyen

tes de la mezcla. 
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Si situamos una proteína en la región ácida fuera de su punto

isoeléctrico, actuará como catión en caso contrario como --- 

anión. 

Si se sitúa una mezcla de proteínas a un pH intermedio entre

los puntos isoeléctricos de dos de ellas, cabe la posibilidad

de que entre el catión de una y el anión de otra se produzcan

complejos insolubles. 

Debido a este hªcho es muy importante en todo fraccionamiento trabajar

a un pH en que se evite la formación de complejos, es decir, 

que todas las proteínas existentes en la mezcla posean una

carga eléctrica netamente positiva o negativa. El

fraccionamiento salino en presencia de una mezcla amort i - guadora

de fosfatos presenta la gran ventaja de mantener el - pH

constante. Sin embargo trabajar a un pH de 6. 5 próximo al punto

isoeléctrico de las globulinas gamma, no cumple con se- guridad

la condición anterior. En este aspecto son preferi- bles

los fraccionamientos con sulfito o con hiposulfito de - sodio

que se desarrollana pH superiores ( 19) Propiedades

de solubilidad de las proteínas. La

solubilidad de las proteínas no sólo depende de la variedad de

grupos residuales de los ácidos aminados y de la manera en que

se pliega la cadena peptídica, sino también de las propie dades

del solvente en cual se encuentra la proteína. Los

4 factores principales que afectan la solubilidad se rela- cionan

todos con las estructuras secundariay terciaria de las proteínas. 

Esos

factores son: a) la fuerza iónica, b) el pH, c) la tempe ratura, 

y de la constante dieláctrica del solvente. Natural - 6)+ 



mente la hidrólisis de los enlaces peptidicos para valores ex- 

tremos de pH también modifica la estructura primaria. 
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4. 3. 3 Precipitación Salina y Solubilizaci6n Salina. 

43. 4. Efectos de la fuerza iónica. 

La solubilidad de los solutos ionizables trátese de proteínas o

de laes inorgánicas sencillas, se modifica por la presencia de

otros iones. Cada ión en solución, se encuentra rodeado por - 

una atmósfera iónica de carga opuesta, esta atmósfera puede -- 

modificar la solubilidad de una substancia iónica dada. 

Aunque el efecto de las sales neutras sobre la solubilidad de

las proteínas se haya medido muchas veces en términos de satu- 

ración por ciento de una solución, de una sal como el sulfato

de amonio en realidad el efecto de dichas sales sobre la solu- 

bilidad de las proteínas no tiene nada que ver con el grado de

saturación de la solución respecto a la sal neutra, sino que

dependen más estrechamente de la fuerza iónica de la solucion, 

la cual se puede calcular por la siguiente ecuación: 
tl - íVecita 14icq- 
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Por lo tanto la fuerza iónica toma en cuenta además de la con- 

centración del ión, su valencia. Esto es muy importante pues

los efectos de la atmósfera iónica para iones divalentes o -- 

trivalentes o para otros iones, guardan relación con el cua- 

drado de las cargas por lo tanto' los efectos interiónicos ejer

ciso por iones polivalentes, son muy superiores para la misma

molaridad que los efectos ejercidos por iones monovalentes. 

En general la solubilidad de la proteína aumenta con fuerza -- 
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iónicas relativamente bajas de sales neutras en tanto que con

fuerzas iónicas muy altas se disminuye su solubilidad. 

El efecto facilitador de las sales neutras se conoce como Solu- 
bilizaci6n salina o " salting out", en tanto que la disminución

de la solubilidad en el caso de fuerzas iónicas elevadas cons- 

tituye la Precipitación salina o " salting in". La solubiliza- 

ci6n salina estabiliza los grupos cargados en . las proteínas, - 

representando una competencia entre la proteína y la sal res- 

pecto al agua.. Al aumentar la concentración de la sal trans- 

forma al agua por desplazamiento en agua de hidratación alrede- 

dor de los iones cargados de la sal, ésto significa formación

de agregados proteínicos que precipitan. 

Las proteínas solubles en agua o en soluciones salinas diluí-- 
das, pueden dividirse en dos grandes grupos: las albúminas y - 
las globulinas, según el efecto que ejercen las sales neutras

sobre su solubilidad. Las albúminas son muy solubles en solu- 

ciones acuosas de fuerza i6nica baja, pero presentan el fenó- 

meno de precipitación salina o salen de la solución por efecto

de fuerzas iónicas muy altas de sales neutras. 

Las globulinas son insolubles en agua pura, pero pueden disol- 

verse por solubilizaci6n salina por efecto de fuerzas iónicas

bajas de sales neutras. 

Es posible producir una nueva precipitación salina con una -- 
fuerza i6nica mayor. Para distinguir las albúminas de las glo
bulinas, antiguamente se hacia con sulfato de amonio saturado, 

para precipitar las albúminas en tanto que las globulinas pre- 

cipitaban con una saturación al 50%. Esta clasificación de -- 

proteínas solubles, en albúminas y globulinas, resulta ambigua, 
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pues muchas proteínas presentan características de solubilidad

intermedias entre ambos extremos. 

a,3. 5 Influencia del pH.- Se conoce como punto isoeléctrico de una - 

proteína el pH, en el cual dicha proteína en un campo eléctri- 

co no se desplaza ni hacia el cátodo ni hacia el ánodo. 

Teóricamente es el pH para el cual la carga neta de todos sus

grupos diferentes presentes como guanidina e imidazol es igual

a cero. La superficie de la proteína, siempre posee una carga

eléctrica que depende del pH, de los electrolitos presentes y

del solvente, en particular el agua, así como de los puentes

de hidrógeno que posea. Existe una serie de condiciones entre

todos estos factores, en el que la suma de las cargas positi- 

vas es igual a la suma de las cargas negativas. En este momen

to aunque la carga total sea máxima distinta de la carga neta, 

el ndmero de moléculas de proteína que tienen carga neta posi- 

tiva o negativa es mínimo o nulo. 

El punto isoeléctrico coincide con la solubilidad mínima de -- 

las proteínas, en algunos casos, pueden producirse cúmulos de

carga del mismo signo, que contribuyen a cierto rechazo mele-- 

cular localizado, incluso para el punto isoeléctrico. 

Las moléculas protéicas son muy grandes, su estructura es va— 

ridada, las hay de estructura terciarias y secundarias. 

El punto isoeléctrico condiciona a una configuración dada de - 

las cargas sobre la superficie protéica y dependen en cierta - 

medida de la naturaleza de los demás iones presentes en la solu

ci6n. 
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Las cargas positivas y negativas de la molécula protéica -- 

atraen iones de carga opuesta formando una atmósfera iónica - 

que ocasiona cierto enmascaramiento de las cargas sobre la -- 

proteína. 

Esto produce rechazo de otras moléculas proteínicas, para -- 

concentraciones salinas bajas, en cambio facilita la agrega- 

ción en concentraciones altas. 

Ciertos iones debido a factores electrostáticos y estéricos. 

En algunos lugares de la superficie protéica, extraños de car

ga opuesta pueden ser atraídos o fijados con mucha fuerza. 

Esta fijación iónica por las proteínas es libremente reversi- 

ble y puede modificar la distribución de las cargas y de la -- 
carga global. Por esta razón no se observa movimiento de la - 

proteína en su punto isoeléctrico, para muchas proteínas los

efectos de otros iones son despreciables, pero en algunos -- 

casos por ejemplo: en la albúmina del suero el pH isoeléctri- 

co varía muchísimo al cambiar la composición iónica de la solu- 

ción, la albúmina sérica es capaz de fijar iones como cloro, 

fosfato, tiocianato, produciendo desviación de su pH isoeléc- 

trico. Como ejemplo de esta función, se sabe que varios fárma

cos y antibióticos se fijan a la albúmina del suero y se cree

que son transportados en la sangre bajo esta nueva forma. El

punto isoeléctrico verdadero de una proteína será el pH para

el cual los efectos de otros iones son mínimos o nulos, cons- 

tituyendo en realidad el punto isoiánico. 

4. 3. T Efectos de la temperatura sobre la Solubilidad

Algunas proteínas no presentan ningún cambio en solubilidad



por debajo de 350C. Otras cambian su solubilidad a temperatu- 

ras inferiores de 350C, pero todas las proteínas sufren un fe- 

nómeno de desnaturalización cuando la temperatura pasa de 350C

provocándose alteración total al llegar a los 800C, su solubi- 

lidad disminuye hasta desaparecer, observándose coagulación pos

terior. 

4. 3. 3 Efectos de la constante dieléctrica sobre la Solubilidad

Ciertas substancias orgánicas como alcoholes, éteres y cetonas

actúan sobre soluciones acuosas de proteínas, disminuyendo taro

bién su afinidad por el solvente, haciendo que se disuelvan me

nos, inversamente los solventes orgánicos como el dimetil sul- 

fóxido y la formamida elevan las constantes dieléctricas de -- 

las soluciones acuosas y también aumentan la solubilidad de -- 

las proteínas. 

4. 3. @ Desnaturalización de las proteínas. 

Si se rompen los enlaces intra e intercadena de las proteínas, 

éstas sufren modificaciones estructurales superficiales y pro- 
fundas, lo que constituye la desnaturalización, que puede obe- 

decer a varios fenómenos químicos y físicos diferentes: calor, 

valores extremos de pH, radiaciones ultravioleta, presión, de- 

tergentes u otros agentes tensoactivos ( que rompen los puentes

de hidrógeno), solventes orgánicos además de iones pesados. 

La desnaturalización se calcula midiendo: disminución de la -- 

solubilidad, aumento de reactividad de grupos residuales de -- 

la cadena peptidica, pérdida de actividad biológica, cambios - 

en forma y tamaño que se producen por alteraciones de viscosi- 

dad y coeficiente de sedimentación, cambios de espectros de -- 

absorción, de fluorescencia y de la dispersión rotatoria espe- 
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cífica ( 14) 

4. 3. 9.£ raccionamiento salino. Razón albúmina/ lobulina - 

Las albúminas son solubles en agua, mientras que las globuli- 

nas no; si se agrega una solución de electrolito de baja con- 

centración ( 0. 1M) a una globulina, ésta se disolverá por salí

nación. Los cationes y aniones del electrolito enlazan grupos

reactivos de la proteína rompiendo los enlaces que mantenían

unidas a las micelas de proteína, con lo cual pueden disol- 

verse las moléculas de proteínas individualmente, la concen - 

tración de sal, en el plasma es aproximadamente de 0. 15 M, -- 

adecuada para mantener a las globulinas en solución; cuando - 

la concentración aumenta a niveles de concentración 2 M, las

globulinas se vuelven insolubles precipitando por salinación, 

el nivel del electrolito para precipitar las globulinas, va— 

ría

a- 

ría según la proteína y el electrolito de que se trate; tam - 

bién depende del pH y de la temperatura. 

El sulfato de amonio fué la primera sal usada en investiga- 

ciones de proteínas y enzimas, todavía sigue en uso; a las -- 

proteínas que precipitan a un tercio de concentración de esta

sal se les llamó euglobulinas o verdaderas globulinas, al au- 

mentar la concentración de la sal precipitan las seudoglobu-- 

linas y a una concentración de 50% todas las globulinas se -- 

vuelven insolubles quedando en solución las albúminas. Esta

sal, no es usada en trabajo clínico de rutina ya que inter- 

fiere en la reacción delbiuret y es evidente que no puede --- 

usarse en la técnica de Kieldahl para determinación de nitró- 

geno. Las sales más utilizadas en química clínica de rutina

son: el sulfato y sulfito. sódico. El primero se empleó en -- 
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1901 más tarde Howe en 1921 recomendó el uso de esta sal al - 

22% por volumen para precipitar a las globulinas. En 1940 -- 

Kingsley introdujo el uso de éter para precipitar globulinas

y separar las albúminas sin recurrir a la filtración. Por -- 

dispersión cuidadosa de éter dietílico en la mezcla del suero

más solución de sal las micelas insolubles atrapaban éter de

modo que al centrifugar flotaban sobre la solución de albúmi- 

nas como una película compacta. 

Posteriormente, se comparó la fracción de albúmina obtenida - 

por electroforesis, con la separada por Howe y resultó que -- 

la técnica de Howe daba valores más altos debidos a que con - 

las albúminas estaban incluidas las globulinas alfa 1 y alfa 2. 

Estos estudios efectuados por Majoor y Milne, demostraron que - 

para liberar la fracción de la albúmina de todas las fraccio— 

nes de globulinas, la concentración de sulfato sódico tenía -- 

que ser de 26 a 27% por volúmen ( 1. 9M); desgraciadamente esta

concentración excede de la solubilidad de sulfato sódico a tem

peratura ambiente y la solución ha de mantenerse a 370C para - 

evitar cristalización de la sal. Con el empleo del sulfato -- 

sódico al 26% la razón A/ G es del órden de 1. 1 a 1. 8, siendo - 

1. 4 en promedio y éste valor concuerda en valores obtenidos -- 

por el método electroforético. Campbell y Hanna usaron sulfi- 

to sódico al 27% PV. ( 2. 2M), esta sal es más soluble que el -- 

sulfato y actúa como amortiguador, controlaron el pH en la --- 

reacción de precipitación. 

Reinhold propuso el uso de una mezcla de ambas sales, posterior

mente con el uso de concentraciones distintas de ambas sales ha
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sido posible separar todas las fracciones globulínicas. 

La separación electroforética es la más sencilla y se conside- 
ra la más exacta ( 16). 
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4. 4 ULTRAFILTRACION

La filtración ordinaria se usa para separar partículas peque- 

ñas pero visibles, suspendidas en un disolvente o en una solu- 

ción, la suspensión original se vierte en un embudo que sostie

ne un papel filtro o una membrana cuyos poros son lo suficien- 

temente pequeños para impedir el paso de las partículas suspen

didas, pero lo bastante grandes para permitir el flujo rápido

del disolvente o la solución. 

Cuando más pequeñas son las partículas que van a separarse, 

tanto menor ha de ser el tamaño medio . de los poros del papel. 

En la ultrafiltración el tamaño del poro es tan pequeño que -- 

con esta técnica pueden separarse solutos macromoleculares del

disolvente, electrolitos y otros solutos. El tamaño de las ma- 

cromoléculas que pueden separarse dependerá del tamaño del po- 

ro. 

En la aplicación de la ultrafiltración en el laboratorio, co— 

munmente se desea separar una proteína de un ión que la acompa

fia o para concentrar una solución de proteínas. 

Las membranas del ultrafiltro se preparan de ordinario de colo

dión o viscosa, son permeables a todos los solutos pequeños -- 

pero impermeables a proteínas de peso molecular de 20, 000 a --- 

40, 000 o más. Ahora se dispone de membranas de filtración de - 

microporos preparadas por varios fabricantes, se ofrecen con -- 

gran variedad de tamaños de poro, uno de estos materiales es --- 

Sephadex una forma polimerizada de dextrán, preparada como fi- 

nos glóbulos que contienen poros muy pequeños. 

A causa del pequeño tamaño del poro, el flujo del agua o de la - 

solución por el ultrafiltro es muy lento. Para acelerar el -- 
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proceso se suele efectuar la filtración bajo presión positiva o

negativa.. 

Si se vierte una solución a través de una columna de este mate

rial, el disolvente y las moléculas pequeñas pueden entrar en

los poros y quedan así atrapados temporalmente en las partícu- 

las de dextrán, mientras las moléculas de proteínas más grandes, 

fluyen por el material en la columna y pueden recogerse exentas

de iones y moléculas pequeñas del interior de los poros ( 16). 
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4. 5 ELECTROFORESIS

4. 5. 1 Concepto. 

Se entiende por electroforesis un método electroanalítico basa

do en la migración de las partículas cargadas, bien sean ¡ o -- 

nes o de naturaleza coloidal, al ser sometidas a la acción de

un campo eléctrico, se extrae la información necesaria a par- 

tir de la distinta velocidad o del desplazamiento de dichas - 

partículas. 

Es un método tanto cualitativo como cuantitativo, basándose - 

en la valoración cuátitativa de la cantidad total de la subs- 

tancia localizada en una área determinada. Lo que determina

al método no es el potencial aplicado, que nunca es un dato - 

critico, sino el medio en el que se desarrolla y sobre todo - 

las técnicas de caracterización y detección de la movilidad

de las partículas, en el caso de determinaciones cuantitati- 

vas, las técnicas de valoración de las mismas ( 22). 

Consideraciones Teóricas generales. 

Las consideraciones generales sobre la movilidad y conducti- 

vidad de los iones pueden aplicarse a las partículas cargadas

en suspensión, en las que habrá que tenerse en cuenta su ma- 

yor peso y volúmen y sobre todo su superficie de separación - 

con el medio, donde se crean algunos efectos electrocinéticos

de interfase que se verán más adelante. También influyen al- 

gunos fenómenos físicos, en especial cuando se trata de élec- 

troforesis de zona, como son los fenómenos capilares, evapo- 

ración del disolvente etc. 

El paso de la corriente eléctrica a través de un electrolito

obedece a la ley de Ohm. 
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E- Eo

R

Donde R es la resistencia, E el potencial aplicado y E el po- 

tencial de descomposición del electrolito, esta resistencia - 

depende de una serie de factores: 

X 15

En donde 1 es la distancia entre los electrodos, S su superfi- 

cie y x la conductividad especifica ( inversa de la resistencia) 

que depende especialmente de la concentración. 

Para proporcionar un valor comparativo de la conductividad se

define la conductividad equivalente: 

Aconductividad equivalente= 1000 X

C

donde C es la concentración en equivalentes por litro y mejor

aún la conductividad equivalente a dilución infinita J. 
La conductividad se relaciona con la movilidad de los iones o

velocidad de desplazamiento de los mismos bajo un campo eléc- 

trico unidad ( IV/ cm) por: 

K- CF ( u + v) 

1, 000

Donde F es el faraday ( 96, so0o coulombios) y u y v las movilida

des del anión y del catión, respectivamente. 

Se designa como número de transporte la fracción de corriente

por cada ión: 
t

tc = c v

c+ a

cumpliéndose t +t =1. Los números de transporte y las movili- 
x a

dades iónicas cumplen u/ v= te/ ta
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Las partículas en suspensión en un disolvente pueden adquirir

cargas eléctricas debidas al fenómeno de adsorción sobre super

ficie de iones presentes en el medio. Otras macromoléculas po

seen una carga debido a su ionización propia, y en algunos ca- 

sos depende del pH el que posean una carga positiva o una car- 

ga negativa; indudablemente existe un valor del pH para el que

se comportan como partículas neutras y a éste se le llama el - 

pH isoeléctrico. 

El tamaño de las partículas puede alcanzar desde el dominio de

los precipitados macroscopicos en suspensión hasta las disolu- 

ciones coloidales y puede ser tanto de origen mineral como de

origen orgánico. 

En la medida de la conductividad de un medio donde existen -- 

partículas dispersas cargadas, el valor obtenido será la suma

de la conductividad del electrolito intergranular y la de di- 

chas partículas. 

Si se conoce la conductividad específica del electrolito inter

granular se conocerá la verdadera aportación de la conductivi- 

dad de la partícula dispersa. Esta conductividad específica - 

se expresa como: 

Kp= FF, _ (
up+ v) 1000

donde C' es la concentración por litro de la masa transportado- 

ra por 1 faraday y u la movilidad de la partícula por extrapo

lación se puede conocer la conductividad límite y se puede co- 

nocer también el coeficiente de ionización por la relación: 

Por otra parte, la pared de la partículicargada en contacto - 

con los iones del medio da lugar a la atracción sobre ella de
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los que tienen carga opuesta y a la vez éstos atraen otros de - 

signo opuesto y así sucesivamente, determinando una disposición

estratificada cada vez más difusa conforme se avanza hacia el - 

seno de la disolución. A esta primera capa se le ha llamado la

doble capa de Helmholtz: _ - '- 

Partícula ,. 

Aunque hoy se habla más bien de doble capa difusa. El hecho - 

primordial a que dá lugar este fenómeno es el establecimiento

de una diferencia de potencial entre la pared de la partícula

y el seno de la disolución , que se puede considerar como un - 

potencial E, entre la pared de la partícula y el seno de la - 

disolución ( potencial termodinámico); un potencial entre la - 

primera capa de iones fijados a la pared y el seno de la di- 

solución ( potencial electrocinético). Como vamos a ver, es - 

este potencial el responsable del comportamiento eléctrico de

las partículas. 

Si se considera una partícula cargada sometida a un campo --- 

eléctrico H, se puede establecer el valor de la resistencia a

desplazarse en un medio dado siguiendo la ley de Stockes R= 6brvn

en donde r es el radio de la partícula, v la velocidad dd

la misma y n la viscosidad del medio. La fuerza con que es

aLraída la partícula viene dada por EH, siendo E la carga de

la partícula. Si se desprecian las interacciones electrostá

ticas se cumple: 
p%1MIC/ d2x + r dx = HE : D

M
dí2 dt

N• A• th-- o



Donde m es la masa de la partícula, su desplazamiento y t

el tiempo invertido en el mismo. La integral de esta ecuación

es: 

V= 6 C 1- exp (- 6 nv t)] 

m

Y como el valor de áll# res muy pequeño: 
M

v= HE

6fr

Por otra parte, el potencial electrocinético es un medio en -- 

que la fuerza iónica es prácticamente cero viene dado por: 

r

Donde D es la constante dieléctrica de dicho medio. 

Así pues, para un campo eléctrico unidad: 

óFgr bii

A este valor Vo se le denomina movilidad electroforética y co- 
mo puede observarse no depende del campo aplicado, es decir, - 

todas las partículas que tengan el mismo potencial electrociná

tico deben tener la misma movilidadeñ ese medio cualquiera que

sea su tamaño. 

Si tenemos en cuenta la influencia de la doble capa; siguiendo

las teorías de Debye y Huckel el valor anterior de la movilidad

electroforética se puede corregir parla dar: 

v- - [
Gs q L I + K J

donde: 

luoo D2r

En las que d es el espesor de la doble capa de Hemholtz,/ 1 la
fuerza iónica, e la carga del electrón, D la constante dieléc

trica, N el número de Avogagro y T la temperatura absoluta, R

la constante de los gases. Para el caso de la electroforesis

de zona se cumple: 



V = Ed
0

61tr2n

En donde se vi que al diminuir la fuerza iónica, por aumentar

el espesor de la doble capa, aumente la movilidad. 

En general, podemos decir que la migración electroforética es- 

tá afectada por una serie de factores agrupados del siguiente

modo: 

1).- factores propios de la naturaleza de la partícula electro

forética, como su carga, forma tendencia a la asociación etc. 

2).- factores que dependen del medio en que tienen lugar la mi

gración tales como concentración electrolitica, temperatura, - 

constante dielectrica, pH, posibilidad de formar complejos, -- 

etc. 

3).- Las características del campo eléctrico aplicado como: -- 

intensidad, distribución del campo, etc. en especial el pH tie

ne una importancia capital ya que las partículas eletroforáti- 

cas suelen presentar una carga positiva o negativa según sea - 

el valor del mismo ( 22, 4). 

En la mayoría de las proteinas el punto isoeléctrico está del

lado ácido y varía desde 4. 6 para las albúminas, hasta 5. 1 a - 

6. 2 para las globulinas. A pH por debajo del pI, las cargas - 

positivas exceden en número a las cargas negativas, la proteí- 

na se comporta como un ión positivo ( catión), las soluciones - 

contendrán entonces iones positivos ( protones), sin embargo a

valores del pH fisiológicos las cargas negativas estarán en ma

yoria y la proteína se comportará como un anión, análogo al Cl

y HCO3. Diferentes proteínas variarán en su carga positiva o

negativa neta por unidad de superficie si se coloca una solu- 

ción de proteínas entre un par de electrodos conectados a una
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fuente de poder, las proteínas emigrarán al cátodo o ánodo se- 

gún su carga neta, a velocidades que dependerán de la cantidad

de carga, del tamaño y forma de las moléculas individuales. 

A pH de 8. 6 todas las proteínas del suero tiene carga negati- 

va, pero las albúminas emigran con más rapidéz y así se sepa- 

ran de las globulinas, estas globulinas pueden separarse aún

en tres o más fracciones llamadas alfa, beta y gamma, de las

cuales las gamma son las que se mueven con más lentitud y en - 

condiciones apropiadas pueden ser separadas en subfracciones. 

Existen diferentes tipos de eletroforesis los cuales se han -- 

dividido en forma general en dos: Electroforesis de límite mó- 

vil y Electroforesis de zona; ésta última se divide en varias

de acuerdo al soporte en donde se verifica en: Electroforesis

sobre papel, sobre geles de acrilamida, almidón, gel de agar, 

acetato de celulosa, poliacrilamida y gel de cianogoma; elec- 

troforesis en capa fina, electroforesis de disco en gel de po- 

liacrilamida. 

Veremos brevemente el fundamento de los diferentes tipos de - 

electroforesis y como se llevan a cabo ( 16). 

En la electroforesis libre, las substancias que están por sepa; 

rarse se hallan en solución y son capaces de difundirse en el

momento en que la corriente se desvía o cesa; en la electrofo- 

resis de zona, la separación se realiza sobre un soporte, tal

como el gel de almidón o una tira de papel de filtro. 

En la electroforesis sobre papel se empapa éste cuidadosamente

con una solución amortiguadora apropiada para efectuar la se- 

paración y se sumergen sus extremos en dos cubetas que contie- 

nen la misma solución buffer y un dispositivo tal como indica

la siguiente figura: 



en te co.tt.A1-- 1

V

dt

Jopa, 

er

atm re 4 ¢ciro o. e ai5

Iw{ psi

t
a• Wll e C

Cuando pasa la corriente, el soporte actúa como puente entre - 

las dos cubetas que contienen la solución amortiguadora y cual- 

quier substancia de la mezcla, cargada eléctricamente, emigrará

en la direeciSn que corresponda al dipolo de carga opuesta. - 

En muchos casos las moléculas sin carga pueden poseer movili- 

dad electroforélica por formar iones complejos con los iones

de la solución amortiguadora. Muchas moléculas de azúcares pue

den separarse gracias a esta propiedad. 

Después de un tiempo apropiado se suspende la corriente y se - 
saca el papel del aparato. Una vez seco el papel, los compues

tos incoloros ya separados puede revelarse de la misma manera - 

que la cromatografía sobre papel. 

La velocidad de migración de una substancia durante la electro- 

foresis es función de varios factores: voltaje, estructura del

ión y sus características particulares. 

Es necesario poner sobre el papel un agente " inmóvil" es decir, 

un compuesto que no tenga movilidad electroforética, puesto que

hay tendencia de las substancias a moverse en dirección opuesta

a las del movimiento electroforético debido al fenómeno de elec
tro6smosis, la distancia recorrida por una substancia durante la

electroforesis se representa por su mayor M , que es la distancia
x

recorrida por el compuesto en cuestión respecto al agente inmó- 

vil. 

La técnica de electroforesis en papel puede aplicarse sobre ti- 
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ras de acetato de celulosa, éstas son más . transparentes- su es

tructura es mucho más uniforme y el tamaño del poro menor que el

papel filtro ordinario, lo que permite una resolución mejor. 

Este carácter junto a la posibilidad de fraccionar muestras - 

muy pequeñas, confiere a esta técnica un gran valor en el dia£ 

nóstico clínico, para analizar proteínas séricas, líquido cefa

loraquideo, orina etc.( 24). 

Las muestra problema se aplica sobre el soporte, en forma de - 

línea delgada por medio de un aplicador designado para cada sis

tema particular usado. 

Una vez preparado el sistema, se conecta la cámara a una fuente

de poder, con el punto de aplicación del suero cercano al elec- 

trodo negativo. 

Entonces se hace pasar una corriente eléctrica de 10 a 30 mili - 

amperios y un potencial de 200 a 300 voltios, ( la corriente y

voltaje varían de acuerdo al aparato usado), durante 30 a 45 mi

nutos hasta que la migración deseada haya sido alcanzada. La

solución amortiguadora más común es la barbital a un pH 8. 6 -- 

con fuerza iónica de 0. 05. Se prepara disolviendo 1. 84 grs. - 

de ácido dietilbarbitúrico y 10. 26 g. de solución de barbital

sódico en agua y aforando a un litro. Se agrega timol como

conservador. 

Patrón electroforético normal de suero humano: 

I

I
I Í I Í I Í

sábe) 1.1rrp. ir F_t béta

Después de realizada la separacion electroforética, se pone la

tira en una solución colorante, durante varios minutos, después
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se lava varias veces con ácido acético al 5% o en un solvente

similar, la intensidad de color de cada banda es proporcional

a la cantidad de proteína presente. El teñido de las tiras de

acetato de celulosa se hace generalmente usando colorante Pon- 

ceau S, la solución de teñido usualmente contiene un fijador - 

para prevenir un deslave de la proteína. La solución se pre- 

para disolviendo un gramo de Ponceau S, 37- 5 g de ácido tri-- 

cloroacético, y 37. 5 g de ácido sulfosalicilico en agua hasta

hacer un volámen de 500ml. 

4. 5. 1 Estimación de las fracciones vroteinicas.- 

Se lava la tira con objeto de quitar el exceso de colorante y

seca, se cortan en las secciones correspondientes a cada frac- 

ción y se transfieren por separado a un tubo se disuelven en - 

etanol -cloroformo 1: 9 más una parte de ácido fórmico y 9 par- 

tes de dimetilsufóxido, se mide la absorbancia de las fraccio- 

nes separadas en un fotómetro a 520nm, leyendo. contra un blan- 

co o control. 

El contenido total de proteína se determina por un refractóme- 

tro o por la reacción del biuret y por medio de sencillos cál- 

culos de regla de tres se puede obtener la cantidad correspon- 

diente a cada fracción e informárse los datos ya sea en por -&-- 

ciento o en gramos. 

Diferentes tiras de acetato de celulosa pueden requerir peque- 

ños cambios en cuanto a las soluciones aclarantes para obtener

resultados óptimbs. 

Fig. Electroforesis de acetato de celulosa de suero humano nor

mal
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Fig. Flectroforesis en acetato de celulosa
de sufro hormal humano. 
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Las lecturas también se pueden hacer directamente con el uso de

un densitómetro lo que evita tener que solubilizar cada frac— 

ci6n. 

rac- 

ción. ( 1) 

4. 5.$.- Electroforesis en capa fina. - 

Este tipo de electroforesis en capa fina tiene varias ventajas

sobre la de papel, es un método más simple y rápido. 

Generalmente se usan como soportes Kieselguhr, silica gel, celu- 

losa y aluminio. Si la superficie es celulosa, las placas no

pueden ser tratadas con reactivos fuertes, si se emplea el alu

minio, se puede esperar barrido de los colorantes. En general

se obtienen los mejores resultados con Kieselguhr y silica gel. 

Solventes.- Se usan butanol, acetona y piridina que no inter- 

fieren con el reactivo revelador, pues se pueden eliminar du- 

rante el secado. 

4. 5. 9.- Aplicación de la Muestra y de la Electroforesis.- 

La placa debe secarse antes de aplicar la muestra, con una mi

cropipeta en la forma de una pequeña linea, cuando la placa - 

se moja con la solución amortiguadora debe tenerse cuidado de
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no prolongar demasiado este proceso en las placas sujetas a - 

electroforesis, generalmente se emplea un período no mayor de

una hora, después del corrimiento se secan a 1100C aproximada- 

mente y los colores de los compuestos separados se revelan con

un reactivo adecuado. 



4. 5. 5 ELECTROFORESIS EN GEL DE ALMIDON

En la electroforesís de acetato de celulosa y de papel, el me- 

dio es inerte en esta electroforesisno lo es. La estructura - 

del poro del gel sirve como un tamizador molecular para separar

componentes de una solución en base al tamaño molecular. La - 

diferencia entre el papel y el almidón es apreciable cuando se

separan globulinas puesto que una banda en papel se resuelve en

varias sobre gel. El almidón que es comunmente adquirible está

altamente polimerizado para formar geles y de ahí que debe ser

primero hidrolizado. 

Amortiguadores.- La mayoría de los investigadores usan un pH

de 8 al 10 para amortiguador. 

Poulick describió un sistema discontinuo en el que empleó como

amortiguador tris- citrato a pH de 8. 7 y borato sódico a pH 8. 5, 

en este sistema las proteínas empiezan a emigrar en el gel -- 

tris- citrato y completaron su migración en el borato del reci

piente. Los iones borato del recipiente tienen una migración

más rápida que los de la proteína en el gel; de ahí que los -- 

invaden y los pasan. La interfase de boratos -tris aparece co- 

mo una línea amarilla, se requiere afinar el márgen de cada - 

banda al usar hidróxido de litio se obtienen bandas afinadas

que al usar hidróxido de sodio en el amortiguador. 

Electroforesis.- El gel se prepara y se vierte en el soporte

que contiene la placa de gel en el fondo. El exceso de gel - 

se oprime hacia afuera del soporte con una hoja de silicón -- 

plástico que se va lentamente presionando empezando desde un

lado, de tal manera que no haya atrapamiento de burbujas, el



gel se enfría a la misma temperatura, conforme se va usando la

capa deberá ser cubierto para prevenir evaporación. Cuando ya

está lista la placa, se remueve cuidadosamente sin romper el

gel, las placas del gel pueden ser usadas en posición horizon

tal o vertical, cuando se usa horizontalmente, la muestra se - 

aplica en una banda delgada de papel filtro grueso o como una

suspensión manchada en gramos de almidón. Con el método ver- 

tical la mezcla se aplica dentro de una huella marcada en el

gel, la ventaja de esta aplicación es que lá muestra problema

no puede absorber en el papel los granos de almidón. Si la - 

muestra se aplica primero en el papel, la tira se inserta en

el gel y se deja descansar sobre él insertándose dentro del

gel por presión; mientras que es retirada la navaja lentamen- 

te. Después de que el papel está en su lugar, la superficie

del gel es presionada evitando el atrapamiento de aire, cuan- 

do se usa almidón la mezcla del suero -almidón se deposita en la

huella del gel. 

La corriente usada es generalmente de 2 miliamperios por centi

metro de ancho de gel, durante 5 a 6 horas o de 0. 7 miliampe- 

rios por centímetro. Cuando se deja correr durante toda la -- 

noche. El gel no deberá calentarse a más de 370C. Después de

la electroforesis el gel se tiñe sosteniendo el gel en una pla

ca de plástico ya que es muy frágil. 

Cuantificación.- Antes de proceder a la cuantificación el -- 

gel debe quedar libre del teñido de fondo y hacerse transparen

te, para ello se sumerje durante una hora una solución que -- 

contenga 15% de glicerol, y 3% de ácido acético en agua. Pue- 

de emplearse un densitómetro provisto de planillas integrado -- 

res. Un gel delgado puede guardarse indefinidamente . 
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4. 5. 6 ELECTROFORESIS EN DISCO USANDO GELES DE ACRILAMIDA

La electroforesis de disco es un perfeccionamiento de aquella

sobre gel, en la cual la mezcla de las proteínas se halla en

un campo eléctrico a un gradiente de pH sobre un gel de polia

crilamida; las proteínas se separan en bandas muy delgadas o dis

cos, éste permite realizar análisis de gran resolución, emplean

do cantidades mínimas de mezclas complejas de proteínas ( 13). 

La electroforesis de disco fuá introducida por Ornstein y Da- 

vis, esta técnica es muy conocida debido a que las bandas se

apilan como discos concentrados. El aumento en la resolución

de discos de gel sobre la electroforesis en papel es evidente

del hecho de que la electroforesis de suero humano comunmente

separa cinco bandas de proteína, mientras que la electroforesis

de disco resuelve más de 20 bandas diferentes, es más simple y

rápida. 

La mayoría de las ventajas de la electroforesis en disco pro— 

vienen

ro- 

vienen de la habilidad de hacer un gel a una concentración --- 

exacta, un aumento en la concentración de gel produce un decre

mento en el tamaño del poro, por ésto las separaciones se lle- 

van a cabo en virtud de su propiedad como un tamizador molecu- 

lar. Un pequeño poro de gel se prepara con una mezcla de 20 a

40% de acrilamida en agua, metil n- bisenilamida, tetrametileti

leno de diamina., persulfato de amonio y tris -HCL, se coloca en

un tubo vertical ( aproximadamente de 70 x 5 mm) que está cerra- 

do en la parte inferior con una recubierta de plástico removi- 

ble. 

El uso del separador de un poro de gel mayor, que contiene --- 
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aproximadamente 3% de acrilamida en agua, se coloca en la parte

superior del poro de gel pequeño. La mezcla de gel de poro -- 

grande y unos pocos de microlitros de suero se vierte en la -- 

parte superior del gel separador junto con amortiguador de tris

glicina de pH 8. 3, después de remover la cubierta de plástico

del fondo, el tubo del gel se coloca verticalmente. 

Se hace pasar una corriente de 5 miliamperes a través del tu- 
bo durante 30 minutos, después se saca del tubo y se tiñe. 

Los iones glicinato en el amortiguador, se agrupan en la parte

superior de los iones cloruro en el gel amortiguador cuando una

corriente pasa a través del tubo de gel, los iones de la proteí

na migrarán hacia el gel de poro grande, con una movilidad in- 

termedia entre el glicinato y los iones cloruro. Los iones -- 

glicinato tienen una movilidad menor que los de la proteína en

el gel de poro amplio, al pasar la corriente se mantiene un 11

mite afectado y fijo en la interfase de estos iones. 

Los iones de la proteína que emigran a través del gel separador

formarán discos discretos, los cuales se observarán como un -- 

amontonamiento en la interfase de gel de poro pequeño. Cuando

los iones de la proteína emigran hacia el gel de poro pequeño, 

su movilidad disminuye, porque debido a su tamaño tiene una ac

ción tamizante. 

Los iones glicinato empiezan a alcanzar a los iones de la pro- 

teína y formarán un límite en la interface de los iones cloru- 
ro. El gel de amortiguador tris- HC1 se transforma en un gel - 

amortiguador de trisglicina, de pH 9. 5 y es a este pH que las

proteínas continúan emigrando como una serie de discos; en con

clasión las condiciones siguientes deben de cumplirse para ob- 
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tener una técnica exitosa: 

a).- El ibn en el gel amortiguador que corre debe tener la movi

lidad más alta que todos los iones en la dirección de la migra- 

ción y debe ser la de un ácido fuerte, de tal manera que no sea

afectada por el pH. 

b).- El ión que invade las proteínas debe ser un ácido débil de

tal manera que su movilidad aumentará cuando cambia el pH del - 

gel amortiguador que corre. 

c).- La presencia de un gel separador para permitir el -amonto- 

namiento de discos de proteína ( 4). 
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4. 6 C R 0 M A T 0 G R A F I A

y, bl . Introducción. 

Desde el principio de la ciencia química, se presentó el proble

ma en cuanto a la determinación de la pureza en una substancia

dada y el de la identificación del número de componentes de un

sistema, así como la resolución del mismo en sus partes para - 

que de ese modo pudieran ser caracterizados y cuantificados. 

Los químicos antiguos usualmente resolvían estos problemas por

cristalización fraccionada o por destilación. 

Debido a que en algunos casos los componentes son muy pareci- 

dos entre sí, en cuanto a sus propiedades físicas y químicas, 

durante los años de 1940 el uso instrumental de la cromatogra- 

fía se hizo extensivo, siendo uno de los avances principales -- 

en todos los campos de la química ( 4). 

4. LIHistoria

La cromatografía de proteínas presentaba algunas dificultades, 

fué hasta 1950 que empezaron apublicarse trabajos con resulta- 

dos satisfactorios. 

La aplicación de la cromatografía al estudio de las proteínas

plasmáticas, se incrementó después de los trabajos hechos por

Saber y Peterson, quienes desarrollaron la cromatografía en de

rivados de la celulosa, de los cuales han resultado particular

mente interesantes la dietilaminoetil celulosa ( DEAE- celulosa) 

y la carboximetilcelulosa ( CM - celulosa). 

Gracias a ésto se pudo estudiar el cromatograma normal del sue

ro total observándose el subfraccionamiento de las diversas - 
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fracciones electroforiticas y siendo difícil la caracterización

de un cromatograma típico debido a la variación en cuanto al ti

po de eluyente utilizado, gradiente de pH y fuerza iónica con - 

que se desarrollaba. 

Adquirió particular interés en el aislamiento y purificación - 

de una determinada proteína con individualización biológica y

fisicoquímica y también para el subfraccionamiento de las diver

sas fracciones, motivo por el cual poseen gran importancia ( 19). 

Faltey, Mac. Coy y Goulian simplificaron la tecnir_a de Saber y

Peterson estudiando cromatogramas normales y patológicos utili

zando una solución amortiguadora de fosfato a pH 8. 0, 0. 01 M, 

c

con sulución de fosfato monosódico 0. 3 M. 

Estudiaron varios sueros de pacientes con plasmocitoma señalan- 

do la posibilidad de subdividir las diversas fracciones globuli

nicas, siendo esta técnica cromatográfica particularmente indi- 

cada para el estudio de la distribución de las glicoproteínas, 

lipoproteínas, estudio de enzimas como fosfatasas ácida y alca- 

lina, proteína fijadora de la tiroxina y en la diferenciación
131

entre la albúmina yodada con I y la albúmina nativa. 

Speer, Prager y colaboradores estudiaron el cromatograma de -- 

sueros humanos en columnas de DEAE celulosa agregando glicoco- 

la al amortiguador de fosfatos, obteniendo el subfraccionamien

to de todos los componentes electroforéticos, habiendo conse- 

guido el fraccionamiento de isoanticuerpos principalmente del

sistema ABO y Rh así como de diversos componentes del comple- 

mento. 

Tiselius y colab. consiguieron el subfraccionamiento de la -- 

albúmina bovina en columnas de fosfato cálcico en tres sub --- 
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fracciones e igualmente para la globulina gamma humana, pudién

dose diferenciar globulinas normales y patológicas de algunas

macroglobulinas ( 19). 

l. &&Definición

La cromatografía puede definirse como la técnica de separación

de una mezcla de solutos, se basa en la diferencia de veloci- 

dad con que se mueve cada uno de los solutos a través de un me

dio poroso por medio de un disolvente en movimiento. 

El biólogo ruso Twsett fué probablemente la primera persona que

advirtió las posibilidades de este método utilizó una columna

larga de vidrio llena de sulfato cálcico finamente dividido, 

provista de una llave en el extremo inferior. Este investi- 

gador indicó que cuando una mezcla de pigmentos verdes de plan

tas se pone en una columna y a continuación se agrega éter de

petróleo, aparece una serie de bandas horizontales de diferen- 

tes colores, que corresponden a cada uno de los pigmentos de

la mezcla lo que indica que ha habido una separación a lo lar

go de la columna. 

Para describir este fenómeno se introdujo el término de croma

tografía que literalmente significa " escribir en color", esta

separación no tiene que ver con el color de los compuestos, - 

sino con la diferente afinidad de adsorción de los pigmentos

en relación al medio de la columna, así los que adsorben más

débilmente avanzan con mayor rapidéz. 

Este experimento fuá sin duda la primera aplicación de una - 

columna de adsorción cromatográfica. 

Aunque Twsett investigó este fenómeno, posteriormente quedó - 

relegado a una mera curiosidad de laboratorio, hasta que Mar - 

0



tin y Synge introdujeron la cromatografía de reparto. Los me- 

dios usados en esta modificación contienen una cierta cantidad

de agua y las separaciones que en ellas se llevan a cabo depen

den de la distribución continua o coeficiente de reparto de -- 

los componentes de la mezcla a separar entre el agua de la co- 

lumna y el disolvente que fluye continuamente hacia la parte - 

inferior. Las separaciones por cromatografía de reparto son - 

particularmente interesantes para los compuestos solubles en - 

agua, debido a ésto es por lo que el método ha alcanzado impor

tancia en la separación de substancias de origen biológico, -- 

sin embargo es muy difícil obtener una identificación formal - 

con cantidades muy pequeñas de muestra. 

En 1944 Consden, Gordon y Martin describieron la cromatografía

de papel, en las que las separaciones se llevaban a cabo ( prin

cipalmente por el coeficiente de reparto) sobre tiras en un - 

sistema de columna abierta, con la cromatografía en papel pue

den identificarse de manera segura cantidades del orden de mi

crogramos. 

El concepto de columna abierta se ha extendido por la introduc

ción de la cromatografía en capa fina en la que las separacio

nes se realizan en un material soportado sobre placas de vi- 

drio. Los principios de este método se describieron hace 25

años, pero no tuvo aplicación universal hasta que Stahl en el

año de 1958 generalizó el procedimiento e indicó sus aplicacio

nes. 

La última de las técnicas cromatográficas es la cromatografía

de gases, su desarrollo es similar al de la cromatografía en
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columna, en la que un gas reemplaza al disolvente líquido. De- 

bido a ésto las separaciones han de realizarse dentro de una - 

columna cerrada. Es particularmente interesante para la sepa- 

ración de mezclas de gases, líquidos o sólidos volátiles sus - 

aplicaciones se han desarrollado rápidamente desde que Martin

y James describieron sus primeros experimentos en 1952 ( 24). 

l. 8.1Ceneralidades. 

Cuando se distribuye un soluto entre volúmenes iguales de dos

líquidos inmiscibles, la relación de concentraciones del solu

to entre las dos fases en equilibrio a una temperatura deter- 

minada recibe el nombre de coeficiente de reparto. 

Una mezcla de substancias que posean diferentes coeficientes de

reparto pueden separarse cuantitativamente por un proceso cono

cido como de distribución en contracorriente, en el que se -- 

producen muchas etapas de reparto sucesivas. 

En todos los casos de cromatografia la separación está basada

en un proceso de reparto múltiple o uno continuo de adsorción- 

desorción. ( 13) 

El que haya cromatografia depende del hecho de que durante el

paso por un sistema cromatográfico, se multipliquen muchas ve- 

ces las pequeñas diferencias del coeficiente de reparto, o en

la adsorción- desorción de cada uno de los componentes de la - 

mezcla. Cuanto mayor sea este factor de multiplicación mayor

es la facilidad con que se separan los componentes y mejor el

poder de resolución. 

Siguiendo este criterio, se compara muy a menudo la cromatogra

fía con la destilación fraccionada y se aplica el concepto de

plato teórico. Un plato teórico es una unidad de la columna

de destilación en la que hay un equilibrio entre el vapor as
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cendente y el líquido que caé. Naturalmente, a mayor número - 

de platos mayor es la eficacia de la columna. 

Análogamente, podemos considerar que un sistema cromatográfico

está formado por una serie de dichos platos hipotéticos, sien- 

do cada uno de ellos una unidad dentro del sistema empleado. 

La ventaja principal de la cromatografía es que se puede con- 

seguir una alta eficacia debido al gran número de platos teóri

cos. 

Como en ese sistema cromatográfico se establece el equilibrio

muy rápidamente se pueden llevar a cabo separaciones en un -- 

tiempo muy corto ( 24). 

El principio de reparto ha sido perfeccionado aún más en la

cromatografía de intercambio iónico en la que los diferentes

aminoácidos de una proteína por ej. se separan de acuerdo a su

comportamiento ácido- básico. 

Los materiales de uso más común en la cromatografía de proteí

nas son derivados de celulosa preparados sintéticamente. La

dietil amino etilcelulosa ( DEAE celulosa) contiene el grupo -- 

Et- 2- NH- C2H5- R cargado positivamente a pH de 7, 0 y contiene -- 
así un intercambiador aniónico. 

La carboximetilcelulosa ( CM- celulosa) contiene grupos carga- 

dos negativamente ( R- CH2- 0000) y es un intercambiador catió- 

pico. La mezcla de proteínas se eluye con amortiguadores a - 

pH creciente o decreciente o bien manteniendo constante el - 

pH y variando la fuerza iónica. 

La proteína que aparece en el eluído, que se recoge en frac- 

ciones pequeñas se valora ópticamente por su capacidad de ab- 

sorción de la luz en la región del ultravioleta. 
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En la cromatografía gas - líquido se emplea un" transportador - 

gaseoso" inerte por ejemplo el nitrógeno con objeto de barrer

los vapores de la mezcla problema a temperatura elevada, a tra

vés de un largo tubo capilar calentado y cuya superficie inter

na se halla recubierta de una fase líquida estacionaria, cons- 

tituída por una parafina de punto de fusión elevado o por una

grasa de silicona, los vapores se distribuyen entre la fase - 

líquida y la fase gaseosa, según sus coeficientes individua- 

les de reparto gas - líquido; ya que han sido separados de la -- 

fase gaseosa que abandona la columna pueden ponerse de mani--- 

fiesto por métodos físicos extremadamente sensibles. 

Mediante el uso de ellos se registran en una gráfica los cam- 

bios en las propiedades de ionización de la fase gaseosas cuan

do se expone una fuente productora de radiación, la gráfica -- 

muestra una serie de picos separados, cada uno de los cuales

corresponde a cada substancia separada. 

Este tipo de cromatografía puede. utilizarse en la separación

de compuestos volátiles a temperaturas hasta 3000C.( 13) 

4. 6. 5.- Clasificaci6n de los Métodos Cromatográficos. 

El hecho común de todos los métodos de cromatografía, es que - 

existen dos fases una estacionaria y otra móvil. La separa- 

ción de las substancias depende del movimiento de la fase mó- 

vil en relación a la fase estacionaria y a la distribución de

las substancias a separar por medio de las dos fases. Si la - 

estacionaria es sólida se denomina cromatografía de adsorción

y si es líquida cromatografía de partición. 

En general existen cuatro tipos diferentes, se clasifican a su

vez en: 
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1.- Cromatografía de líquido- sólido

a) de: adsorción clásica ( columna de Tswett) 

b) de: intercambio iónico

2.- de: gas- sólido

3_- de: líquido- líquido

a) de: partición clásica

b) en papel

4.- gas- liquida ( G10

El material sólido que sirve como fase estacionaria en la croma- 

tografía de adsorción se llama adsorbente. La fase sólida es - 

la que soporta al líquido en la cromatografia de partición. 

Después de que las substancias del cromatograma han sido sepa- 

radas por desarrollo se identifican o visualizan. Si las subs

tancias en el cromatograma son lavadas, se denomina separacién

por elusión y a las substancias que se separan al principio se

les denomina muestra.( 4). 

4. 6. 6. Cromatografía de Adsorción

La cromatografía de adsorción es la forma más antigua de croma

tografía en donde dos o más substancias pueden separarse depen

diendo de factores tales como 1) la fuerza con la cual cada com

ponente de la mezcla es adsorbido y 2) la solubilidad del com- 

ponente en el adsorbente usado ( 4). 

No se debe confundir la adsorción con la absorción, que consis

te en la penetración de una substancia en el seno de otra. 

Al escribir, el papel adsorbe tinta, mientras que una esponja

absorbe agua. 

Las separaciones llevadas a cabo en un disolvente liquido se - 
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denominan cromatografía líquido -sólido y siel disolvente es

un gas se llaman cromatografía gas - sólido. 

En el sentido cromatográfico el término adsorción se limita a

las interacciones que implican enlaces de hidrógeno o fuerzas

electrostáticas cuando las interacciones son iónicas el proce

so se denomina intercambio iónico. 

Los centros adsorbentes o activos provienen principalmente - 

de los defectos ( grietas, filos, etc.) de la red cristalina, 

donde las fuerzas electrostáticas están proyectadas parcial- 

mente hacia el exterior. La adsorción es debida justamente a

la interacción de estas fuerzas con las interiores del soluto. 

Cuanto mayor sea la separación de cargas del soluto ( mayor mo- 

mento dipolar), mayor será la adsorción. Desde el punto de - 

vista práctico la cromatografía líquido -sólido se aplica en

la separación de substancias de media o baja polaridad. 

La regla general es elegir la polaridad del disolvente análo- 

ga a la de la muestra a emplear y en la mayoría de los casos

adsorbentes poderosos ( activos) para substancias no polares y

adsorbentes con menos actividad para substancias más polares

24). 

Hablando en general, para estos procesos cromatográficos la

adsorción más fuerte ocurre con solventes no polares, tales - 

como éter de petróleo la más débil por moléculas altamente po

lares como el alcohol. 

El término polaridad en cromatografía, está relacionado y pue- 

de ser aplicado a solventes, solutos y adsorbentes. El agua

es un solvente muy polar, el alcohol, cetonas y otros com- 

puestos orgánicos oxigenados son menos polares, los hidrocar- 
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buros son los menos polares de todos. 
v' 

Para la elección del adsorbente, éstos deben ser insolubles en

el solvente empleado, pueden reaccionar más fuertemente cuando

la substancia que va a ser separada no cataliza la descomposi- 

ción de los compuestos que necesitan separarse. 

La adsorción es un fenómeno de superficie, se necesita que el

polvo usado para la cromatografía sea lo suficientemente peque

flo en tamaño de partícula para que dé una área de superficie - 

amplia. 

Entre los adsorbentes más comunes se pueden mencionar alúmina, 

silica gel y óxido de magnesio. 

Los adsorbentes se clasifican de acuerdo a la fuerza con que

adsorben a las substancias y ésta puede estar influenciada por

el solvente empleado. El área de superficie es otro factor, - 

así como la cantidad de soluto capaz de ser adsorbido. 

Como adsorbentes débiles están la sucrosa, inulina, talco, al- 

midón, entre los adsorbentes intermedios están el carbonato de

calcio, fosfato de calcio, magnesia y como adsorbentes fuertes

alúmina, tierra de fullers, silica gel y carbón. 

Ciertos adsorbentes como sílica gel, alúmina, silicato de mal

nesia, etc. pueden obtenerse comercialmente, se activan antes de

su uso, por calentamiento óptimo, en el caso de la alúmina cer

ca de 4000C. El tiempo de calentamiento es importante puesto

que si se prolonga pierde actividad. 

La cromatografía de adsorción es un proceso de fraccionamiento

delicado, las reacciones químicas que ocurren ocasionalmente - 

en la presencia de adsorbentes son como sigue: isomerizacion y
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polimerización de olefinas con silica gel, acetilación de azú- 

cares, oxidación de ácidos grasos, polarización de acetona y

alcohol diacetónico, diarreglos de beta y alfa betacetonas - 

insaturadas con albúmina, aminolisis y oxidación de aminoáci- 

dos con carbón. 

Los sólidos activos usados como columna de empaquetamiento -- 

cromatográfico pueden ser buenos catalizadores. 

Algunas adsorciones pueden ser irreversibles en ese caso la re

colección de solutos es incompleta. 

4. G. 7.- Cromatografia de partición

Martin y Synge decidieron recurrir a un sostén de la fase li- 

quida estacionaria usando silica gel saturada con agua y empa- 

cada dentro de una columna, pusieron aminoácidos acetila,dos en

cloroformo dentro de la columna y los eluyeron con cloroformo

adicional. 

Los aminoácidos acetilados se distribuyeron entre la fase es- 

tacionaria acuosa de la silica gel y la fase móvil del cloro— 

formo, 

loro- 

formo, viajando hacia la fase de la columna y fueron separados

en diferentes fracciones diluidas.. 

Principio.- La cromatografía de adsorción se basa en la afini

dad de los compuestos de una mezcla entre la. superficie del

sólido y la solubilidad de la muestra en el solvente. En la

cromatografía de partición el adsorbente sólido es reemplazado

por un liquido estacionario. 

El movimiento de las substancias en el cromatograma depende de

sus concentraciones relativas en la fase móvil y la estacio-- 

naria. 

Las substancias disueltas, atraviesan y reatraviesan las bandas
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de interfase; el grado al cual un soluto se mueve en un siste- 

ma tal, dependerá de su solubilidad en las dos fases. 

Esto se expresa como un coeficiente de partición K, definido

como: la concentración del soluto presente en una fase, divi- 

dida entre la concentración del soluto en la segunda fase, des

pués de que el equilibrio ha sido establecido. 

Esta es una constante a una temperatura dada, cuando la fase - 

cercana es saturada con respecto a la substancia disuelta. 

P

La concentración del soluto en la fase móvil en los sitemas de

cromatografía por definición en el numerador estará la fase mó

vil y en el denominador la estacionaria: Así S, es la concen- 

tración de soluto y el coeficiente de partición será: 

S móvil

K
estacionaria

Soportes.- En la cromatografía de adsorción el material sóli

do que sirve como fase estacionaria es llamado adsorbente; en

la cromatografía de partición el material sólido actúa como - 

soporte del líquido, el papel filtro puede usarse como fase - 

estacionaria y el proceso se identificará como cromatografía

en papel. Cuando el material que se separa es distribuido -- 

entre la fase móvil gaseosa y la fase líquida inmóvil, en el

soporte sólido, el proceso es conocido como cromatografía gas- 

líquido. Ambos sistemas han sido métodos de análisis y es po- 

sible eliminar el soporte y permitir que el disolvente fluyera

través del otro a manera de goteo. La técnica de extracción

común es la base de la de contracorriente de Craig, en la -- 

cual cantidades de series de extracciones de dos fases solven

tes provocan una sucesión o dicho de otra manera, vienen suce
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sivamente, sin embargo, ésto no es una separación en el senti- 

do cromatográfico. El soporte sólido debe ser inerte hasta - 

donde sea posible en relación a las substancias que han de -- 

ser separadas, adsorbiendo y reteniendo; la fase estacionaria

expone una superficie grande a la móvil e impide el flujo del

solvente. 

Los soportes sólidos más comunmente usados en cromatografia - 

de partición son: silica gel, polvo de celulosa, tierra de -- 

diatoméas, almidón, perlas de vidrio, etc. 

Sistema solvente.- La separación de las substancias por el mé- 

todo de partición depende de los solventes en las fases móvil

y estacionaria. 

El sistema del solvente simple es un par equilibrado de liqui

dos virtualmente inmiscibles, uno es la fase móvil y el otro

estacionaria. 

Para provocar cambios el solvente debe estar equilibrado por

una mezcla de solventes en un embudo de separación antes de

su uso. Cada fase consiste principalmente en un componente - 

más pequeño que el otro. 

Las fases individuales se usan para la separación y desarrollo

de la cromatografia. El soporte se equilibra con la fase es- 

tacionaria. En el caso de la cromatografia en columna, se rea

liza sobre una mezcla del soporte con la fase estacionaria e— 

quilibrada. quilibrada. En la cromatografía de partición normal, ésta es

la fase más polar. En donde la fase estacionaria es no polar

la fase móvil si lo es. El proceso se denomina " cromatografia

en fase reversa". 
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La fase móvil es el solvente eluído, la distribución de las - 

mezclas de solutos en sí mismas entre la fase móvil y estacio

naria, asi como la posición relativa de cualquiera de los so - 

lutos es determinada por su solubilidad relativas en las dos

fases. 

Los solventes deben de ser puros, ya que las impurezas pueden

causar cambios en la distribución del soluto. 

La temperatura de equilibrio debe ser la misma que la empleada

en el proceso cromatográfico, con el objeto de prevenir cam— 

bios en la solubilidad ( 4). 
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4.$. DIVERSAS TÉCNICAS CROMATOGRAFICAS

Se discutirán cuatro tipos principales de cromatografía: en - 

columna, en papel, en capa fina y la cromatografía de gases. 

Estas cuatro categorías dependen del aparato usado, la croma- 

tografía de partición dependerá de las condiciones individua- 

les empleadas. 

4.$. 1 Cromatografía en columna. - 

Este tipo de cromatografía está basado en el principio de re- 

parto antes descrito, en lo que la separación se consigue me- 

diante gran número de etapas de reparto separadas, de dimensio

nes microscópicas cada una, mediante una columna de ( 10 a 100

cm. de longitud) rellena de gránulos de una substancia inerte, 

insoluble e hidratada, tal como el almidón. Los gránulos de

almidón contienen una capa de agua estrechamente ligada, que

actúa como fase acuosa estacionaria, a través de la cual flu- 

ye un solvente inmiscible a medida que desciende por la colum

na por acción de la gravedad. Cada gránulo de almidón actúa

como proceso de reparto que ocurren en las zonas microscopi- 

cas de una columna por acción de la gravedad. Cada gránulo - 

de almidón actúa como un embudo de separación microscópico. - 

Los procesos de reparto que ocurren en las zonas microscopi--- 

cas de una columna de almidón no están definidos específica- 

mente, en cuanto a dimensiones ni cada etapa microscópica se

completa hasta el punto de equilibrio. No obstante, el núme- 

ro total de etapas es tan enorme que los diferentes componentes

de la mezcla descenderán en la columna a velocidades diferen- 

tes a medida que el solvente saturado de agua fluya en deseen

so por la columna. El líquido que sale por el fondo de la -- 
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columna, llamado " eluato" se recoge en pequeñas fracciones me- 

diante un colector automático de fracciones y se analizan quí- 

micamente. 

como expresión gráfica de la cantidad de substancia analizada

aparecerán una serie de picos, cada uno de los cuales corres- 

ponde a cada componente en particular. 

Son numerosos los adsorbentes empleados en la cromatografía en

columna. 

Las separaciones pueden realizarse por reparto, adsorción o - 

intercambio iónico. Puede usarse cualquier medio adsorbente, 

siendo los más generales la celulosa, gel de sílice, celita y

Kieselguhr ( para separaciones por reparto) alúmina, óxido de

magnesio, óxido cálcico y carbón activado ( para las separa- 

ciones por adsorción y de intercambio iónico). 

En todos los casos sólo pueden obtenerse óptimos resultados si

se tiene cuidado en la selección del medio. El estudio físico

del adsorbente ha de ser de tal manera que permita el empaque- 

tamiento uniforme de la columna y el flujo libre de disolvente a- 

través de ella ( 24). 

En este método un medio sólido empaquetado dentro de una colum

na, con varias substancias se introduce la mezcla de solutos

y se agrega solvente el cual pasa dentro de ellas, los solutos

son diluídos y el solvente percolado a través de ella. Los mé

todos de columna son usuales para la separación de compuestos

puros de mezclas. 

La cromatografía en columna usualmente se hace en vidrio para

facilitar la observación de la fase sólida y el nivel del sol- 

vente, la inspección de burbujas de aire y canalizaciones, ade
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más de la observación de substancias coloridas y del movimien- 

to de estas bandas. 

Para el uso del laboratorio, la longitud de la columna varia - 

entre 2 y 150 cros. pudiendo variar el diámetro, el radio y la

longitud, pero usualmente esta última debe ser por lo menos -- 

diez veces el diámetro interno, este radio depende generalmen- 

te de la facilidad o dificultad de la separación y puede estar

determinada empíricamente. El tamaño de la columna y la cali- 

dad del empaquetado está determinado por la cantidad de soluto

que va a ser separado. 

Varias substancias que han usado como soportes incluyendo per- 

las de vidrio y lana, papel filtro y discos de vidrio para aco

modar grandes volúmenes de solvente, las columnas deben ser - 

apropiadas con recipientes conectados a la parte alta con lar

gas columnas o material finamente dividido. 

Se puede presionar para forzar la elusión del fluido a través

de la columna y ésta debe ser empacada convenientemente ya que

si se hace en forma inadecuada puede provocar un desarrollo - 

irregular. 

Las columnas pueden ser tratadas por las técnicas de empaqueta

miento por secado, en donde pequeñas cantidades de adsorbente

se agitan fuertemente hacia abajo para tapar la columna apli- 

cando vibración hasta el nivel de adsorbente, volviéndose --- 

constante o por taponamiento del adsorbente con un tapón o to

pe. 

Este procedimiento se repite hasta que la altura de la columna

sea obtenida. Poniendo una pequeña perla de lana vidrio en lo

alto de la columna se provocan alteraciones en la superficie - 
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del adsorbente. 

La columna se lava entonces con el solvente inicial usado en el

proceso de elución. 

En el empaeutamiento húmedo el adsorbente y solvente se mez- 

clan y se ponen dentro de la columna, el adsorbente permite el

asentamiento y forma una especie de capa en la parte alta; du- 

rante el asentamiento el exceso del solvente es secado y se -- 

agrega una mezcla adicional, el proceso se continúa hasta que

se obtenga la altura deseada. 

El empaquetado seco puede ser llevado a cabo por introducción

del solvente dentro de un tubo y agregando la mezcla o el ad- 

sorbente seco en una fina capa a través del embudo para la -- 

adsorción, el tubo se tapa suavemente, cuando se ha removido el

exceso de solvente se elimina y se cubre la tapa de la columna

con un tapón de lana de vidrio para prevenir la evaporación du

rante la elución. 

Una vez preparada la columna debe cuidarse que la superficie

sea plana y de esta manera puede humedecerse con el solvente, 

la superficie así no estará seca hasta que todo el proceso de

adsorción sea completo. 

Cuando la columna se seque es conveniente separarla de las pa- 

redes del tubo y se hará correr más solvente adicional hacia

abajo en los espacios formados, completando el proceso. 

Desarrollo. Elución y Detección de solutos.- 

Se aplica en la parte superior de la columna solución tan con

centrada como sea posible sin que se altere el empaquetado - 

del material a estudiar, los más usados para la elución, así

como el material de empaquetado de la columna depende delos
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solutos que se vayan a separar y del tipo de cromatografía a - 

emplear. 

Las substancias coloridas pueden ser detectadas por observa--- 

ción directa, sin embargo, muchas substancias pueden ser sepa

radas sin ser coloridas, utilizando varias de sus propiedades

físicas, tales como fluorescencia, absorción óptica, pH, méto- 

dos químicos y hasta fisiológicos ( 4).. 

4.$. 7.,- Cromatografía en papel

L1 mismo principio aplicado en la cromatografía en columna es

principalmente, el implicado en este tipo de cromatografía. 

La celulosa de las fibras del papel está hidratada. A medida

que un disolvente conteniendo una mezcla de diferentes compo- 

nentes asciende por capilaridad por el papel, mantenido en po

sición vertical ( o desciende en la cromatografía descendente), 

se producen multitud de distribuciones microscópicas de los - 

componentes entre la fase que fluye y la fase estacionaria -- 

acuosa, ligada a las fibras del papel. Al final del proceso

los diferentes componentes han recorrido distancias diferen- 

tes desde su origen el papel se seca, se pulveriza con un re- 

velador químico adecuado y se calienta con objeto de localizar

las substancias estudiadas. 

La cromatografía de papel de una mezcla de compuestos puede

realizarse en dos direcciones sucesivas utilizando un papel

cromatográfico cuadrado y empleando dos sistemas disolventes - 

distintos, en estas condiciones se obtiene un mapa bidimensio- 

nal de los diferentes componentes estudiados ( 13). 

La• cromatografía en papel. como la conocemos fué desarrollada - 

del sistema de partición. 
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Consden, Gordon y Martin en 1944 trataron de separar productos

de hidrólisis parciales de proteínas de lana, introduciendo -- 

una idea nueva de reemplazamiento de las columnas de polvo de

celulosa con un puente suspendido en papel en un recipiente de

vapor. 

La técnica básica no ha sufrido cambios fundamentales, sin em- 

bargo una importante variedad de aparatos comerciales son usua

les y adecuados, no se requiere de equipo caro y pueden obte- 

nerse buenos resultados. 

Aparato. 

El requerimiento básico es una cámara o tanque con una corrien

te bien sellada . paraprevenir el escape de vapores del solven

te y mantener una atmósfera de solvente saturado. 

El papel pasa a través de una varilla de vidrio o tira para man

tener el papel bien sostenido a través debido a un aumento de

peso, cuando este es saturado con el solvente. 

El flujo gravitacional empieza cuando el frente del solvente

ha pasado sobre la varilla de vidrio. 

El solvente es colocado en la parte alta de la cámara para sa- 

turar la atmósfera de la cámara. En la cromatografía ascenden

te el solvente de la parte superior también sirve con un sol- 

vente de desarrollo. 

Cuando se permite que el solvente corra en una sola dirección

desarrollando así el cromatograma en esta dirección el proce- 

so se llama dimensional simple. 

Cuando se logra el corrimiento en dos direcciones entonces re- 

cibe el nombre de bidimensional, ésto puede hacerse girando el

papel 900C y volviendo a efectuar la separación. 
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Las condiciones principales a satisfacerse son las siguientes: 

el recipiente para el solvente debe ser de capacidad suficien- 

te para completar el cromatograma sin interrupción; solvente y

fase vapor deben estar siempre en equilibrio, el papel debe -- 

estar suspendido libremente, deben de evitarse cambios de tem- 

peratura. 

E1 material básico de papel usado, es la alfa celulosa de alta

pureza. 

El trabajo original fuá hecho con papel Whatman No. 1 el cual

sigue usándose todavía. Los fabricantes ahora lo han sustituí

do por productos cuyas propiedades físicas y químicas están -- 

controladas rigurosamente en su manufactura y se obtienen pure

za y uniformidad. 

Los papeles deben ser clasificados de acuerdo a la anchura, --- 

grado de fluidéz, fuerza, pureza, absorbancia y tratamiento - 

previo. Cuando las manchas sean localizadas con luz ultravio

leta no puede usarse un papel opaco. Papeles gruesos se -- 

usan para separaciones en gran escala ya que acomodan más ma- 

terial sin aumento en el área de la mancha original. 

Desarrollo y Secado. 

Cuando el desarrollo ha sido llevado a cabo durante el tiempo

deseado, el papel se saca del tanque y se seca, por sosteni- 

miento del papel en una percha, adecuadamente colocado en -- 

horno a elevadas temperaturas. 

En cualquier caso, los papeles no deben tocarse unos con otros

si se están secando más de uno simultáneamente. 

Análisis.- El método usado para el análisis de las fracciones

después del desarrollo y secado, depende del soluto. Comunmen
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te, se emplean soluciones coloridas, los colores visibles de

los compuestos en sí mismos, procedimientos de análisis radio

activo, fluorescencia, absorción. ultravioleta y absorción -- 

infrarroja. Los últimos tres métodos requieren de instrumen- 

tación especial y técnicas fotográficas ( 4). 

4. V. 3i.- Cromatografía en capa fina MC). 

Los primeros investigadores que usaron un fijador de capa fina

en un soporte rígido inerte como adsorbente cromatográfico -- 

fueron Tzimalov y Scjraiber en 1938, ellos aplicaron la muestra

por rocío delgado ( soportes), polvo seco absorbente como una -- 

macha central y desarrollo del cromat* ograma por goteo del sol- 

vente dentro de la mancha central, así que los componentes se - 

movieron en anillos a diferentes velocidades, debido a que la - 

capa de adsorbente es fácilmente alterada, se encontraron difi

cultades en el desarrollo de muchos cromatogramas y el análi- 

sis de los componentes separados. 

Meinhard y Hale mezclaron el adsorbente con almidón el cual ac- 

túa como unión para sostener el adsorbente al vidrio, sin em- 

bargo fué hasta 1950 cuando Stahl observó métodos combinados - 

de preparación de platos y demostró que la cromatografia en -- 

placa fina puede ser aplicada a una serie de variedades de se- 

paraciones y la convirtió en una técnica popular. 

Introdujo una medida de estandarización en la metodología em - 

pleada, absorbentes y aparato utilizado para la preparación de

capas. 

Bosquejo del método.- El plato de cromatografia es una capa del

gada de adsorbente de cualquier anchura en un soporte inerte. 

Se usan comunmente platos de vidrio aunque pueden emplear

115



también de plástico o mezclas de varios materiales. 

La muestra en un solvente volátil, se aplica con una pipeta o

jeringa sobre la placa, se deja secar; el plato se coloca ver

ticalmente o por lo menos en una posición hacia arriba con un

volúmen pequeño de solvente y dentro de una cámara sellada -- 

adecuadamente para que se desarrolle un cromatograma ascenden

te. Algunas veces, con objeto de obtener resultados cualita- 

tivos rápidos el plato se coloca verticalmente o por lo menos

en posición hacia arriba con un volúmen pequeño de solvente y

dentro de una cámara sellada adecuadamente para que se desa- 

rrolle un cromatograma ascendente. Algunas veces con objeto

de obtener resultados cualitativos rápidos el plato se colo- 

ca en una cámara sellada, pero ésto afecta la calidad de los

resultados. Al final del corrimiento el solvente se evapora y

las manchas separadas se identifican. 

Teñido.- A la fase estacionaria en la cromatografía en capa fi

na se le llama generalmente adsorbente, aún cuando esta funcio

ne como soporte. 

En sistemas de partición, todos los tipos de adsorbentes usados

en la cromatografía en columna deben ser usados para preparar

capas delgadas pero es necesario que su tamaño sea muy pequeño. 

Aplicación.- En general, los métodos usados para localizar --- 

substancias en cromatografía en papel son aplicables a la croma

tografía en capa fina; reactivos corrosivos en forma de rocío

pueden utilizarse para carbonizar en un horno. La mayoría de - 

las substancias orgánicas no volátiles en capas inorgánicas. - 

Como regla general los métodos de cromatografía en capa fina - 

son de 10 a 100 veces más sensibles que aquéllas sobre papel. 
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4. 7.-111— Cromatografla en capa fina contra cromatografía en
papel. 

La similitud en principios y técnicas de la cromatografía en ca- 

pa fina y la cromatografía en papel, permiten compararlos ambos. 

La cromatografía en capa fina tiene las siguientes diferencias

sobre la segunda mayor rapidéz, mejor resolución; frecuentemen

te substancias que parecen ser homogéneas en la cromatografía

en papel, pueden dar dos o más manchas que en la cromatografía

en capa fina, necesita más reactivos y temperaturas más altas, 

separan substancias hidrofóbicas, tales como lípidos e hidrocar

buros, que son difíciles de manejar en papel, con la cromato- 

grafía en capa fina, hay mayor dificultad en el registro de los

anolitos y conservación de cromatogramas delgados; el Rf no se

reproduce además los platos tienen mayor costo en relación al

papel. 

4. 1F. 5-,.- Cromatografla en capa fina contra otras técnicas croma

tográficas

La cromatografía en gas líquido es la más sensible dentro de - 

las técnicas cromatográficas, es una herramienta muy poderosa, 

por medio de la cual se obtienen información con relativa faci

lidad, que por otras técnicas cromatográficas, Por este medio

pueden separarse una mezcla e identificar los componentes a dis

tintos tiempos de retención y alturas de los picos y área, lo - 

que puede traducirse a datos cuantitativos. 

El procedimiento es susceptible de adaptarse a la automatiza- 

ción, los instrumentos son marcados primeramente introduciendo

las mezclas automáticamente en sucesión y a intervalos predeter

minados, los picos trazados en el registrador de las tiras son

capaces de resolverse por computación, un instrumento automáti- 
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co incluye análisis cuantitativos de los componentes, de una

cualidad distinta, desafortunadamente, esta instrumentación

sofisticada es costosa más que otras técnicas cromatográficas

que pueden realizarse con equipo barato. 

4.$._ 6;.- Cromatografía de Gases. 

Generalidades.- En los sist2irvi-a sde cromatografía anteriormente

descritos se emplean líquidos en la fase móvil, cuando es uti

lizado un gas, la técnica se le llama cromatografía de gases. 

La cromatografía de gases puede ser de adsorción o partición, 

cuando la columna se rellena con un adsorbente como carbón ac

tivado y los componentes de la mezcla son separados a través - 

de la fase gas sobre la superficie del sólido, la técnica se

llama cromatografía gas - sólido. 

Cuando la columna se prepara con un sólido inerte, recubierto

de una capa delgada de un líquido no volátil como fase esta- 

cionaria y la separación de los componentes se hace entre la

fase gas y el líquido estacionario de acuerdo a los coeficien

tes de partición, la técnica se llama cromatografía gas- liqui

do ( 4). 

Desarrollada principalmente en 1951, esta técnica se ha conver

tido en el método más rápido y más exacto para analizar cual— 

quier

ual- 

quier substancia volátil. En forma resumida, el método consis

te en inyectar la substancia volátil en una columna que contie

ne un sólido inerte que sirve como soporte al líquido absorben

te. La base para la separación de los componentes de la subs- 

tancia volátil estriba en la diferencia de coeficiente de par- 

tición de los componentes al ser eluídos por un gas inerte co- 

mo el helio a través de la columna. El aparato empleado es -- 
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simple, como puede verse en el siguiente diagrama: 

Re¢ fetndor

Rrq++lado+ 
I' il: nnrn+n

Ma` bmrvn ` 

CI

drtrru+r ' 1' r ,. de idrio

rmparado rn++ lana

J

ividrio
rnn meunol

C f MCI B

flnrnn

lumna

1

II I En nda

ca. rlu.. r

IrLu, NivóSrnq etr. 

CQ

La columna se lava con el gas acarreador para eliminar cualquier

material que se haya inyectado antes y obtener una línea basal

estable. La muestra se introduce en A. El gas acarreador trans

porta la substancia volátil inyectada en la columna, donde los

componentes sufren una partición en el líquido de absorción y

se separan; al pasar una fracción por el instrumento o aditamen

to detector adecuado, manda éste una señal al aparato de regis- 

tro, quien a su vez transforma esta señal en una gráfica, 
en la

que cada vértice obtenido representa un compuesto. 
Se descri- 

ben aquí dos clases de aditamentos detectores, para dar al es- 

tudiante una idea de la técnica. 

La celdilla de conductividad térmica es un aditamento detector

basado en el principio de que el calor de un alambre caliente

se elimina por conducción cuando un gas pasa junto a él. Dos

serpentines de alambre delgado con un coeficiente alto de re— 
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sistencia de temperatura se colocan en dos partes de un bloque
1

metálico ( Cl y C). En el circuito de C y C se colocan las re

sistencias eléctricas adecuadas para formar un puente de Wheat

stone. Cuando la corriente pasa por él, los alambres Cl y C - 

se calientan. La temperatura de equilibrio final de dichos -- 

alambres depende de la conductividad térmica del gas que pasa

por el alambre en espiral. 

Si el gas es el mismo, los alambres tendrán la misma temperatu

ra y la misma resistencia, por lo que el puente estará equili- 

brado; si ahora pasa un gas eluyente a través de Cl mientras - 

por C sigue pasando solamente el gas acarreador, (
antes de -- 

eluír los componentes de la muestra) la temperatura de los -- 

alambres será diferente, la resistencia habrá cambiado y el - 

puente de Wheatstone estará desequilibrado. La medida de este

desequilibrio se hace con un potenciómetro que lo registra co- 

mo ya se indicó. 

El segundo tipo de aditamento detector es el de ionización de

llama de hidrógeno que tienen una gran sensibilidad, 
respuesta

lineal bastante constante y no es sensible al agua. 
Teórica - 

mente, cuando se quema materia orgánica en llama de hidrógeno, 

se producen electrones y iones. 

Los iones negativos y los electrones se mueven en un campo de - 

alto voltaje hacia el ánodo, y producen una corriente pequeña, 

que, por medio de un circuito apropiado, se convierte en una - 

corriente eléctrica capaz de medirse. La corriente eléctrica

es directamente proporcional a la cantidad de materia quemada

6). 
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Comentario del método.- El principio de la cromatografía gas- 

líquido es como la cromatografía de partición. Una pequeña - 

cantidad de la mezcla se inyecta dentro de la columna. Inme- 

diatamente se vaporiza por medio de elevada temperatura en la

cámara y se extiende a lo largo de la columna por medio del -- 

gas acarreador. La columna se llena con la fase estacionaria

en un soporte inerte. La mezcla volatilizada se separa de -- 

sus componentes por la fase estacionaria y los componentes se

mueven a través de la columna a diferentes velocidades se po- 

nen en contacto con el marcador el cual responde con cambios

en la señal eléctrica. 

La señal es amplificada y registrada en unas tiras. El lapso

de la inyeccción y la aparición de cada pico es llamado tiem- 

po de retención, el cual es característico para una substan - 

cia dada en condiciones dadas. 

El área y altura del pico registrada en la tira puede servir

para cuantificarlos componentes ( 4). 

Introducción de la muestra.- Los líquidos se inyectan a tra - 

vés de una parte sellada, los sólidos se introducen disueltos

en solventes volátiles. 

Muestras de gases pueden introducirse con una jeringa delgada

de nylon o silicón el objetivo básico es el colocar la solu- 

ción conteniendo la muestra, dentro del aparad lo más rápida- 

mente posible, la inyección debe ser lo suficientemente calien

te para que se vaporice la mezcla rápidamente. 

Columna.- El tubo usado para la columna es usualmente de vi— 

drio, 

i- 

drio, acero inoxidable, aluminio o cobre, el diámetro de la - 

columna puede variar la longitud de la columna, columnas gran- 
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des producen mejores separaciones. 

La mayoría de las columnas miden alrededor de 6 pies de largo, 

teniendo un diámetro interno de 1/ 8 a 1/ 4 de pulgada y contie- 

nen de 5 a 10 g de soporte de recubrimiento. 

Marcadores.- Los marcadores deben ser sensibles, capaces de -- 

dar rápida respuesta, poseen una señal alta del radio registra

dor. Existe gran variedad de ellos la mayor parte son conducen

tes termicamente, producen ionización de flama o capturan elec- 

trones. Los de ionización de flama son los más comunmente usa- 

dos. 

Registro de señales.- El aparato de cromatografía de gases es- 

tá conectado a un electrómetro que simplifica la obtención de

la :. eñal y la lleva a un registrador sensible a las tiras del - 

instrumento; este está equipado con un atenuador que es un po-- 

tenciómetro con resistencia variable capaz de reducir las seña- 

les, éstas son retenidas en el detector sobre el registrador

siendo particularmente útil cuando se desea saber la cantidad

de muestra analizada. 

Temperatura del horno.- El control de temperatura en gas- líqui

do es muy importante. La columna se calienta con aire circulan

te por medio de un abanico que va a un horno de diseño apropia- 

do. 

En cromatografía isotérmica, la temperatura de la columna per- 

manecerá constante; muchos instrumentos tienen un programador

que puede aumentar la temperatura en forma lineal y constante, 

de esta manera los componentes de la mezcla son eluídos selec- 

tivamente dependiendo de sus diferencias en volatividad. 

Soporte sólido.- Como' en otros sistemas de cromatografía de -- 
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partición las funciones del soporte sólido para distribuir la

fase líquida frecuentemente poseen una superficie amplia, los

más comunmente usados son las tierras de diatomeas, perlas de

vidrio, hélices metálicas y teflón. 

Fase estacionaria.- El material usado para la fase estaciona- 

ria líquida debe ser no volátil, las temperaturas máximas ope- 

rantes pueden determinarse de acuerdo con los bajos puntos de

ebullición de los sólidos, cualquier columna nueva requerirá - 

un reacondicionamiento y control de la temperatura ( 4)' 
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otras técnicas cromatográficas.- La mayor parte de los

sistemas cromatográficos presentes empleados han sido presenta

dos anteriormente, existen otros dos tipos de cromatografía que

se les ha encontrado un uso muy importante: la cromatografía de

resinas de intercambio iónico y la filtración por geles. 

Cromatografía de intercambio iónico

La atracción electrostática de i0nes con carga opuesto sobre - 

una superficie polielectrolítica, es el principio sobre el -- 

cual se basa la cromatografía de intercambio iónico.' Los deri

vados de la celulosa han tenido mucho éxito como medio de in- 

tercambio en la purificación de proteínas. 

El principio básico implica una interacción electrostática -- 

entre los iones que se intercambian y la carga normal sobre la

superficie de la resina. Estas reacciones se consideran como

un proceso en equilibrio y requieren la difusión de un ión dado

a la superficie de la resina y de ahí al sitio donde se va a - 

efectuar el intercambio, luego el intercambio mismo y, final- 

mente, su difusión hacia fuera de la resina. La velocidad de

movimiento de un compuesto ionizable hacia abajo de la colum- 

na está en función de su grado de ionización, la concentración

de otros iones y las afinidades relativas de los diferentes - 

iones presentes en la solución para sitios cargados de la res¡ 

na. 

Ajustando el pH del solvente de elución y la fuerza iónica, 

los iones detenidos electrostáticamente se eluyen selectivamen

te para lograr la separación deseada ( 6). 

Las separaciones de intercambio iónico se llevan a cabo con - 

materiales especiales de estructura porosa e insolubles. Es - 
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tos contienen grupos reactivos que están asociados a iones há- 

biles capaces de intercambiarlos con el medio que les rodea. 

Como su nombre lo indica, la cromatografía de intercambio ióni

co se emplea en la separación de substancias iónicas, tanto -- 

orgánicas como inorgánicas, de polielectrolitos, como enzimas, 

proteínas, hormonas, virus, ácidos nucléicos y otras substan - 

cias biológicamente importantes. 

Generalmente se emplean tres tipos de materiales: resinas, ge- 

les y celulosa de intercambio iónico. La diferencia entre -- 

ellos se debe a la naturaleza de los grupos cambiadores incor- 

porados. 

El interés inicial por el fenómeno de intercambio iónico se -- 

centró principalmente en el endurecimiento de aguas. Se encon

tró que ciertos minerales, silicatos notablemente complicados, 

conocidos como zeolitas tenían la propiedad de eliminar los -- 

iones calcio y magnesio de las aguas duras, desplazándolos por

iones sodio, de esta forma actuaban como intercambiadores ió-- 

nicos. Sin embargo, su empleo es limitado por ser inestables

a cambios de pH, siendo posible muy raramente la recuperación

del producto absorbido ( 24). 

Este tipo de cromatografía consiste esencialmente en el inter- 

cambio reversible de iones entre las fases sólida y líquida - 

sin cambio radical de la estructura de la fase sólida, un ran- 

go importante de resinas sintéticas con propiedades de iones

intercambiables se han vuelto de gran valor, estas resinas -- 

sintéticas con sostén de una matriz insoluble de alto poder po

limero con grupos polares unidos, siendo grupos que confieren

propiedades de intercambio iónico a estas resinas. 

El fundamento de esta técnicas es parecida a la de la cromato- 
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grafía de adsorción la cual ha sido particularmente útil en la

separación de materiales biológicos tales como aminoácidos, pi

rinas, pirimidinas, alcaloides que poseen grupos ionizables ( 4). 

4. 8. 9.'.- Cromatografia de filtración sobre geles. 

La técnica de cromatografía de filtración sobre geles fué intro

ducida en 1959 siendo un tipo particular de cromatografía liqui

do - líquido que ya fué discutida con detalle en el capitulo IV

ver ultrafiltraci6n) ( 24). 
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4. 6 INMUNOELECTROFORESIS

4.$. 1 Antecedentes. 

La identidad de una proteína homogénea puede establecerse por

dos métodos: Es posible medir la movilidad electroforética por

la distancia que recorre la proteína en un medio de soporte -- 

adecuado ( o sobre este medio), bajo condiciones fijas de pH, 

fuerza iónica, diferencia de voltaje y tiempo de aplicación. 

El valor que se obtiene es función de la naturaleza electroqui

mica de la proteína. 

También se puede buscar la reacción de esta proteína con un

antisuero específico, estableciendo su identidad por observa- 

ción de precipitados o floculados. Esta reacción se basa sobre

la estructura molecular de la proteína. 

Durante mucho tiempo, las reacciones antígeno -anticuerpo se -- 

llevaron a cabo en medios líquidos, en estudios como la prueba

de aglutinación de Widal para el diagnóstico de las enfermeda- 

des intestinales. 

En 1946 Oudin estudió las reacciones antígeno -anticuerpo que

tenían lugar en el interior de un gel y mostró que, si los reac

tivos son mezclas de antígenos y anticuerpos distintos, las di

ferencias de concentración y de velocidad de difusión tienen - 

como resultado zonas de precipitación diferentes en el gel, ca

da zona correspondiendo a un complejo antígeno -anticuerpo indi

vidual. 

Oudin utilizaba la difusión simple, o sea sólo un reactivo, el

antígeno difundía por el gel en el cual se había incorporado - 

directamente el otro reactivo. 

En 1948 en forma independiente, Outcherlony y Elek idearon la
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doble difusión en gel; en este caso, tanto el antígeno como el

anticuerpo difunden a través del gel, desde puntos separados, 

y las zonas de reacción donde coinciden se presentan como lí- 

nea o como arcos de precipitación ( 20). 

Grabar y Williams en 1953 desarrollaron un método simple pero

extraordinariamente útil para identificar antígenos en mezclas

complejas, combinando la electroforesis con la precipitación - 

en gel de agar. 

La mezcla de antígeno se introduce en un pequeño pozo practi- 

cado en el agar, que se ha colocado sobre una placa semejante

a un portaobjetos. 

Se mantiene un campo eléctrico a través de la placa durante

1 a 2 horas, las proteínas emigran según su movilidad electrofo

rética. 

La corriente eléctrica se interrumpe una vez que se han separa

do las proteínas, entonces se introduce el antisuero se elimi- 

na por lavado la proteína sobrante preparada contra el suero - 

entero en un canal cuyo eje es paralelo al de la migración -- 

electroforética. 

Los anticuerpos y los antígenos marchan entonces unos a otros

y se forman bandas de precipitación en la intersección de sus

fuentes de difusión. 

Por medio de la inmunoelectroforesis se pueden identificar -- 

hasta 30 antígenos diferentes en el suero humano y distinguir

proteínas que no se podrían descubrir por otros métodos ( 30). 

La inmunoelectroforesis de proteínas de suero es útil en la - 

identificación de antígenos específicos. 

Ciertas anormalidades se deben a la ausencia de algún antíge- 

no específico, a la disminución del antígeno específico o a
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aumento del antígeno específico. 

Un exceso del antígeno puede notarse por la aparición de una - 

banda gruesa de precipitación. 

Ciertas para- proteinemias pueden ser demostradas por un despla

zamiento o engrosamiento de la línea de precipitación. 

La inmunoelectroforesis de proteínas de suero es útil en la - 

identificación de antígenos específicos. 

Ciertas anomralidades se deben a la ausencia de algún antígeno

específico, a la disminución del antígeno específico o a un -- 

aumento del antígeno específico. 

Un exceso del antígeno puede notarse por la aparición de una

banda gruesa de precipitación. 

Ciertas paraproteinemias pueden ser demostradas por un desplaza

miento o engrosamiento de la línea de precipitación. 

La inmunoelectroforesis, técnica que depende tanto de la movi- 

lidad electroforética como de la doble difusión en gel de agar, 

permite una magnífica resolución. de los componentes antigánicos

de las mezclas complejas de antígeno ( como las proteínas del -- 

plasma humano) en realidad fuá su descubrimiento lo que propor- 

cionó la primera prueba de que las inmunoglobulinas humanas po- 

drían ser subdivididas en varias clases ( IgC, Ig M, IgA ) ( 29). 

La separación de las proteínas del suero por medio de un campo

eléctrico es el principio en el cual está basada la inmunoelec- 

troforesis, la cual depende de la carga neta de las moléculas - 

protéicas y en menor grado de su tamaño. 

La mayoría de las proteínas tiene carga neta negativa a pH 8 y

emigran hacia el ánodo, la velocidad con que emigran. las proteí

nas en un campo eléctrico es afectada también por la fuerza i6- 
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nica del amortiguador electrólitico y por la naturaleza del ma- 

terial empleado como medio de sostén. 

Algunos materiales ( como el agar y el acetato de celulosa) tie

nen una carga negativa, que fija a los iones positivos del amor

tiguador, provocando un flujo de dicho amortiguador hacia el - 

cátodo. A ésto se le conoce como electroendósmosis, fenómeno

que hace que algunas proteínas del plasma como la inmunoglobu- 

lina G emigre hacia el cátodo. 

Otros medios de sostén como la agarosa no producen electroendos

mosis, provocando así que todas las proteínas del plasma emi- 

gren hacia el ánodo a pH 8 ( 30). 

El gel puede secarse como película delgada, que constituye un re

gistro permanente, también se puede fotografiar o proyectar. 

Casi siempre se utilizan las microtácnicas de Sheideger ( 1955) 

y Wieme ( 1959) recurriendo a gel de agar sobre portaobjetos, o

geles del comercio en cubetas de plástico poco profundas. El - 

gel también puede depositarse sobre tiras de películas foto— 

gráficas. 

oto- 

gráficas. 

Se han empleado también geles de acrilamida, pero las dificul- 

tades técnicas son mayores, ya que es difícil obtener buenos - 

polímeros; además la substancia es tóxica. 
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4.$, a.- METODO ESTANDAR DE INMUNOELECTROFORESIS. 

EQUIPO Y REACTIVOS NECESARIOS

No. 1.- EQUIPO DE INMUNOELECTROFORESIS ESTANDAR

a) Gel estándar para electroforesis

b) Recipiente de inmunogel o platos equivalentes para inmunoelec- 

troforesis. 

c) Cámara de incubación a temperatura ambiente o equivalente. 

d) Mechas con puentes de 0. 05 pulgadas de anchura o equivalente. 

e) Cámara fotográfica con 4 pulgadas menos o sistema equivalente

para captar y registrar las bandas de inmunoprecipitina, tal co- 

mo la Polaroid MP - 3. 

f) Inmuno- glo o caja de observación equivalente

g) Pipeta de Wintrobe

h) Soporte plástico de 5 a 7 pulgadas de ancho

i) Bomba de aspiración de agua

No 2.- REACTIVOS PARA LA INMUNOELECTROFORESIS DE GEL

a) Amortiguador de barbital sódico pH 8. 6 y fuerza iónica de - 

0. 05

b) Solución salina normal al 0. 9% 

c) Colorante para prot_einas que se prepara poniendo un gramo de

rojo de tiazida en 100 mililitros de ácido acético al 10% 

d) Solución de ácido tánico al 1% 

Mezcla de Buffer- Agarosa.- Se prepara disolviendo lentamente

por calentamiento 350 mgs de agarosa y 2 gotas de azul de bromo

fenol en buffer barbital 25 ml y 25 ml de agua destilada. 

Procedimiento.- Llenar las cámaras de electroforesis con el -- 

amortiguador barbital. 
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2.- Preparación de la placa de inmunoelectroforesis. 

a). Poner la muestra problema dentro de la cámara inmunogel mar

cándola con un nombre o con un número y también marcar los sur- 

cos de anticuerpo. Señalar el punto medio marginal y una migra

ción anódica de 3. 2 cm desde el punto límite. 

b) Conectar la tira con 30 ml de amortiguador de agarosa calien

te que permita el calentamiento de la muestra. 

e) Usando una guía cortar los surcos del eje a 5 pulgadas de - 

distancia del patrón con el gel para abrir o cerrar el patrón

de antígeno. 

d) Marcar el lado donde se colocan los pozos de antígeno usan- 

do pipeta de Wintrobe, conectar la cámara a la válvula de suc- 

ción acuosa o de agua cortando los pozos del antígeno y remo- 

viendo el gel en una sola operación. 

e) Poner el inmunoelectroplato en la cámara elctroforética -- 

llenada con el amortiguador de barbital. 

No. 3 FASE ELECTROFORETICA

a) Colocar en las perforaciones dos microlitros del antígeno de

la nuestra usando una jeringa Hamilton. 

b) Provocar la migración a 150 volts de fuerza electromotriz

hasta que la albúmina teñida sea movida 3. 2 cm a partir del pun

to de origen . 

c) Remover el inmunoelectroplato de la celda electroforética y

ponerla en un soporte plástico. 

Lavado

d) Lavar los inmunoelectroplatos sumergiéndolos durante 6 horas

en un tanque con cloruro de sodio al 1%, se pasa a otro tanque

donde permanecen otras 16 horas. Así se eliminan del gel to-- 
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das las proteínas que no han reaccionado, quedando sólo aque- 

llas que precipitaron como arcos en los sitios de reacción anti

geno- anticuerpo. 

No. 4 FASE DE INMUNODIFUSION

a) Llenar el correspondiente recipiente de anticuerpo en su sur

co correspondiente, con 100 microlitros de antisuero. 

b) Poner el inmunoelectroplato en una cámara de incubación por

16 horas. 

No. 5 FOTOGRAFIA

a) Poner los inmunoelectroplatos sobre una película de 5 a 7 - 

pulgadas de ancho y meterlos en ácido tánico por 10 minutos para

intensificar las bandas de precipitación

b) Inmediatamente después ponerlas en agua

c) Fotografiar dos veces el inmunoelectrofotograma con una cáma- 

ra inmuno- glo, con lentes de 4 pulgadas o con una cámara Pola- 

roid MP- 3 e iluminación en un campo oscuro. 

d) La revelación de los puntos es, suficiente para la finaliza- 

ción de la prueba, los actuales electrofotogramas pueden ser - 

procesados por teñido. 

HUMEDECIDO Y TEÑIDO

a) Mojar los inmunoelectroplatos en agua destilada durante 24

horas con objeto de separar el ácido tánico sobrante, entonces

ponerlos en solución salina normal durante 48 horas. El humede

cido remueve el exceso de proteína y las sales amortiguadoras. 

b) Secar el inminoelectroplato en un horno a 60 grados centígra

dos

j) Después de que los platos están completamente secos, pueden

procesarse exactamente como electrofotogramas de proteína_ y - 
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teñirse con rojo de tiazida durante 30 minutos, seguido de un

proceso de decolorado y secado. 
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S.- TECNICAS DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS

TA Métodos Instrumentales Fisicoquímicos y de Fraccionamiento Pro- 

téico. 

La identificación, caracterización y separación de las proteínas

del plasma, fué grandemente facilitada con el advenimiento de

la ultracentrífuga analítica, ideada por Svedverg y del aparato

de electroforesis de Tiselius, aplicándose principalmente al - 

estudio de las proteínas del suero. 

La primera investigación del suero en la ultracentrífuga, fué

hecha por Uppsala y Pedersen en 1930, pero la fuerza del campo

centrífugo fué demasiado baja para lograr una separación comple- 

ta de albúmina y globulina. 

Con el desarrollo de la ultracentrífuga por Von Mutzenbercker, 

se demostró la separación de dos componentes principales ( 4, 5

S y 6, 8 S), ya que una pequeña cantidad era de un alto peso -- 

molecular ( 17 S). 

Mac. Farlane fué el primero en investigar por este método ana- 

lítico el suero normal del hombre, del caballo y de la vaca. - 

El también inició el estudio del suero humano patológico y de

mezclas artificiales de albúmina y globulina. 

En su trabajo y en el anterior de Pedersen, un gran avance fué

hecho con relación a una proteína desconocida, la cual variaba

con la densidad y la dilución del suero y se encontraba asocia

da con lípidos. 

Algo más tarde Gofman y colaboradores la identificaron observan

do que flotaba sobre la solución y la llamaron lipoproteína de

baja densidad, gracias al uso de la ultracentrífuga de Sved-- 

verg. 
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Pedersen también descubrió una proteína fetal de bajo peso mo- 

lecular, que poseía una movilidad electroforética similar a la

de la globulina alfa uno, encontrada en fetos de bovinos, equi

nos y suero de ovejas. 

El principal avance obtenido por el uso de la ultracentrifuga, 

fué el abandono del concepto de las proteínas como un sistema

de coloides heterogéneo, gracias al conocimiento de sus pesos

mbleculares definidos. 

En la misma época en que Uppsala realizó sus investigaciones, 

Tiselius desarrolló el aparato de electoforesis de bandas mó- 

viles estableciendo medidas precisas en la purificación de -- 

proteínas y de mezclas, tales como las del suero, así él des- 

cubrió a las diferentes fracciones globulínicas llamándolas - 

alfa, beta y gamma y las subdividió a su vez en alfa 1, alfa

2, beta 1, beta 2, gamma 1, gamma 2, etc. Como resultado del

descubrimiento del aparato de Tiselius investigadores posterio

res hicieron una mejor elección de diferentes soluciones re— 

guladoras, para utilizarlas en el aparato, con fines de inves- 

tigación en las separaciones fisicoquimicas de proteínas, con

ésto ha sido posible la obtención de una mayor exactitud en - 

los resultados. 

Otros investigadores tales como Kendall, Neurath, Me. Mecken

y Green intentaron la purificación de albúmina de suero y el - 

fraccionamiento de globulinas, usando sulfato de amonio. Desa

fortunIndamente, se obtuvieron resultados confusos, debido a

la variedad de procedimientos y nomenclatura aplicados por -- 

los diferentes investigadores que usaron los métodos de frac - 
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cionamiento salino. 

Por el año de 1941, un estudio electroforético hecho por Sven- 

sson del fraccionamiento de suero de caballo, conejo y vaca, - 

demostraron la heterogeneidad de muchas fracciones globulínicas

obtenidas a través de diferentes procedimientos. 

Posteriormente, bajo la presión de los tiempos de la segunda

guerra mundial se necesitó de un procedimiento eficaz de sepa- 

ración, desarrollafidose el método del etanol frío para el frac

cionamiento de proteínas en los laboratorios de E. J. Cohn. 

El impacto de este nuevo procedimiento en la historia de las - 

proteínas plasmáticas, fuá aún mayor que el desarrollo de los

métodos de ultracentrifugación y electroforesis. 

La albúmina del suero no fuá solo aislada por primera vez, si- 

no que se hizo posible su uso, al grado de haberse realizado

cerca de 400, 000 transfusiones al año. 

El resultado inmediato, fué una explosión de investigaciones

de las propiedades físicas de la albúmina del suero, las cua- 

les hicieron que adquiriera mayor importancia desde el punto

de vista fisicoquímico más que desde el estructural. 

El fibrinógeno y la gamma globulina, fueron altamente purifi- 

cados gracias al uso de iones metálicos específicos, permitien

do el fraccionamiento fino del plasma y la purificación de -- 

otros componentes secundarios, sin embargo muchas de las subs- 

tancias presentes en el plasma, no han podido ser descritas - 

por la falta de un método de análisis adecuado de fracciona- 

miento. 

Poco después de la segunda guerra mundial, empezó a disminuir

el uso del aparato de ? lectrofore•sisy la ultracentrífuga ana- 
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litica se convirtió en un instrumento de gran valor comercial. 

Debido al bajo costo de la electroforesis en papel, se facilitó

el resurgimiento del estudio de las proteínas plasmáticas en - 

diferentes enfermedades, utilizándose principalmente en la ca- 

racterización de proteínas anormales del plasma. 

El refinamiento en las técnicas de electroforesis de zona, par- 

ticularmente el método de gel de almidón de Kunkel, contribuyó

al fácil aislamiento de los diferentes componentes del plasma, 

especialmente por poseer actividad biológica especifica. 

La aplicación hecha por Gofman de la ultracentrifuga, facilitó

el aislamiento y caracterización de lipoproteinas de suero, - 

que eran obtenidas por el método del etanol, debido a su impor

tancia en relación con aterogénesis y otros padecimientos rela

cionados con los lípidos. Gran variedad de estudios clínicos

y de literatura han sido publicados. 

La ultracentrifugación se ha utilizado como ayuda en la clarifi

cación de anticuerpos de alto peso molecular y macroglobuli-- 

nas patológicas. 

La técnica de fraccionamiento más reciente que promete gran -- 

aplicación rápida y precisa, es la cromatografía en resina de

intercambio iónico, desarrollada por Saber y Pederson. 

Con la aplicación de nuevas técnicas y mayor conocimiento de - 

las proteínas plasmáticas, las investigaciones pudieron ser -- 

enfocadas a resolver problemas de interés médico y metabólico. 

Por ejemplo los factores envueltos en coa l̀gulación de la san- 

gre, las funciones de las proteínas enlazadas a metales y ade- 

más la significancia y evaluación clínica de enzimas y hormo- 

nas presentes en el plasma. 
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Un ejemplo de gran importancia, es el reciente descubrimiento

del control genético de proteínas del suero, ésto se inició en

el año de 1955 con Smithies, quien desarrolló el método de --- 

electroforesis en gel de almidón, con el descubrimiento en re— 

laci6n

e- 

lación a las deficiencias de globulinas del suero hereditarias, 

presentes en humanos normales. Este hecho fué discutido en la

comparación filogenética de las proteínas del plasma humano, - 

siendo objeto de gran interés particularmente al desarrollo del

conocimiento de las globulinas del plasma humano. 

Los avances en el conocimiento de las proteínas del plasma, du- 

rante los últimos años, no debe hacernos olvidar dos áreas de

vital importancia con el estudio de su biosíntesis y al conoci- 

miento de su estructura. 

Diversas técnicas isotópicas, han contribuído al esclarecimien- 

to de las vías metabólicas de proteínas del suero, e intercon- 

versión del mecanismo de biosíntesis de más lento desarrollo. 

Sin embargo, el verdadero avance empezó a observarse, mediante

el cultivo de tejidos y técnicas de partición celular. 

Del mismo modo se conocieron los detalles en la secuencia de - 

péptidos terminales del plasma y diversas fracciones proteíni- 

cas tales como la albúmina, gamma globulina y fibrinógeno. 

En ciertos casos un análisis total de aminoácidos era requeri- 

do, basándose en métodos inadecuados. En la actualidad el uso

de equipo automático de gran valor, ha hecho posible la deter- 

minación exacta de aminoácidos, como cualquier otro método de

análisis rutinario de proteínas. 

El conocimiento estructural de carbohidratos y diversas técni- 

cas enzimáticas, han proporcionado ayuda al estudio de la es - 
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tructura de las proteínas. 

Así Parters, descubrió la forma de separación de antígeno com- 

binado al anticuerpo, situado en gamma globulina de conejo, -- 

apareciendo una nueva área de exploración de la estructura sub

molecular ( 19). 
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5. 2 Métodos Químicos y Fisicoquímicos de Cuantificación de las

Proteínas. 

Las principales proteínas que se encuentran en el plasma son - 

las albúminas, las globulinas y el fibrinógeno. 

Las proteínas del suero están formadas por las fracciones de - 

albúmina y globulina del plasma, ya que la mayor parte del fi- 

brinógeno se separa durante la coagulación necesaria para sepa- 

rar al suero. 

Estas dos fracciones pueden separarse con una solución de sulfa

to de sodio al 27%, lo que precipita a las globulinas y deja

las albúminas en solución, las albúminas pos_teriormentese deter

minan en el filtrado obtenido durante la separación. 

Un análisis semejante de las proteínas totales del suero, co- 

rregido para el nitrógeno no protéico, puede usarse para medir

la cantidad total de albúminas y globulinas. 

La concentración de globulinas se obtiene restando de la canti- 

dad total de proteínas, la correspondiente de las albúminas, -- 

determinada por el análisis directo. 

A menudo se expresan la concentración de estas dos fracciones

protéinicas principales, indicando la relación que existe entre

albúmina y globulina conocida como relación A/ G, pudiefidosc -- 

llevar a cabo una separación apropiada de ambas fracciones. 

En 1921 Howe introdujo un método clínico para la separación - 

apropiada de albúminas y globulinas del suero. 

En Este procedimiento a un mililitro de suero se agregaba solu

ción de sulfato de sodio al 22. 2%, lo que dá una concentración

final de 21. 5%, encontrafidose que no se precipitaban todas las
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globulinas, por lo que los valores obtenidos eran demasiado ele- 

vados para las albúminas y en consecuencia demasiado bajos para

las globulinas, es decir la relación A/ G era muy alta. 

Este método no ha sido modificado en muchos laboratorios, por

lo que es necesario conocer el método de separación usado en el

análisis de proteínas del suero, principalmente cuando estos re

sultados van a servir de base para un diagnóstico o para un tra

tamiento en particular. 

El valor normal de esta relación es de aproximadamente 2. 1: 1, en

muchos padecimientos esta relación está alterada o invertida. 

La determinación electroforitica de proteínas del suero, se ba

sa en la migración de partículas cargadas eléctricamente en una

solución electrolítica, cuando se hace pasar una corriente eléc

trica a través de la solución. 

Cuando los diversos componentes de una mezcla como lo es el -- 

plasma, se colocan en una solución con un pH superior o inferior

a su punto isoeléctrico, emigran a diferentes velocidades debi- 

do a que poseen cargas superficiales, peso molecular y forma - 

distintas ( 11). 

El número de las diferentes fracciones encontradas depende del

método de análisis usado, pues éste puede estar gobernado por - 

los propósitos del diagnóstico particular, para el cual la de- 

terminación ha sido hecha. 

En algunos casos, es suficiente el determinar sólo el de las - 

proteínas del suero total. Esto puede ser realizado con un re- 

fractómetro o por un método colorimétrico simple, usando el reac

tivo del biuret. 

La simple separación de las proteínas en las fracciones de albú- 
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mina y globulina, puede realizarse por métodos de fraccionamien

to salino. 

Por este método, una solución concentrada de sulfato de amonio

se agrega al suero, de tal modo que pueda ajustarse que preci- 

pten las moléculas de globulinas y las albúminas de menor tama- 

ño permanecen en solución. Después de que han sido separadas, 

las albúminas son determinadas en solución por la reacción del

biuret. 

La globulina se determina restando la proteína total a la albú- 

mina presente. 

Sin embargo, la separación no es completamente clara y por lo

tanto el método no es del todo satisfactorio. Debido a ésto se

han elegido métodos de separación de las fracciones de albúmina

y globulina por métodos químicos puros. 

Usualmente el valor de proteína total y de albúmina es medido

directamente y la globulina calculada por sustracción, pero pa- 

ra otros propósitos es preferible determinar separadamente a la

albúmina. 

La albúmina es una especie molecular simple, pero la globulina

por otro lado, está compuesta de un número de distintas proteí- 

nas. Para su separación y determinación, uno de los diferentes

tipos de electroforesis es comúnmente empleado. 

Usando acetato de colulosa, las globulinas se separan en alfa 1, 

alfa 2 beta y gamma. Existen otras fracciones encontradas en

el suero. 

En el plasma hay otra fracción protéica, el fibrinógeno ausen- 

te en el suero. Este debe ser separado y determinado en plasma. 
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En la electroforesis generalmente se utiliza suero, pero algu- 

nas veces se producen interferencias causadas por el fibrinó- 

geno en la cuantificación de las otras fracciones protéicas. 

Las globulinas beta y gamma constan de un número de especies - 

con funciones distintas, muchos de los anticuerpos inmunes del

cuerpo se ha visto que contienen fracciones de gamma globulina, 

otras proteínas encontradas con la fracción globulínica inclu- 

yen el enlace de proteína con otras moléculas, como sucede con

la hemoglobina, haptoglobina, transferrina, las cuales son de- 

terminadas por inmunodifusión o inmunoelectroforesis. 

Existen un número de otras proteínas conteniendo otras espe--- 

cies moleculares en el suero, estas incluyen a lipoproteínas, 

glicoproteínas y mucoproteínas ( 3). 

Para determinar las proteínas del suero, plasma u orina, se -- 

puede recurrir a métodos sencillos y rápidos que el Kjeldahl, 

sin embargo, este procedimiento sigue siendo el patrón por el

que se rigen otros. 

Para la normalización de otros métodos, se utilizan como patro

nes sueros normales o patológicos, en los cuales se ha determi

nado el nítrógeno total y el nitrógeno no proteínico por el mé

todo de Kjeldahl. 

En la determinación de proteínas totales, albúmina y globulina, 

se utiliza el método del Biuret el cual fué adaptado del de -- 

Kingsley, siendo el primero que describió un método práctico - 

para aplicar la reacción del Biuret, a la determinación cuanti- 

tativa de la concentración de proteínas séricas. 

En 1904, Kingsley introdujo el uso de éter para efectuar una - 

rápida separación de albúminas y globulinas mediante soluciones
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salinas y demostró que la precipitación por salinización se po- 

día efectuar a la temperatura ambiente. 

El reactivo de Biuret de Kingsley, fuá modificado por Weichel- 

baum ( 1946) para mejorar la estabilidad y disminuir la forma- 

ción de turbidez del suero. 

Poco después de la introducción del método electroforático para

la separación de las proteínas, se puso en claro que la solu- 

ción de sulfato sódico al 21. 5% propuesta por Howe, o la solu- 

ción de sulfato amónico a media saturación usada en la mayoría

de los laboratorios para lasep,axa-c:i-'vn por salinización de las - 

globulinas, distaba bastante de efectuar una separación comple

ta. 

Major y Milne mejoraron la exactitud del procedimiento de sepa- 

ración por salinización, mediante el uso de concentraciones ma- 

yores de sulfato sódico. Sin embargo, las soluciones utiliza- 

das por ellos cristalizaban fácilmente a la temperatura ambien

te y por lo tanto requería emplearlas a 370C. 

Esta desventaja se superó en el método presente, utilizando -- 

una mezcla de sulfato y sulfito sódicos, cuyas solubilidades

son aditivas. La solución mixta se puede usar en combinación - 

con éter para la rápida separación de globulinas y albúminas, 

teniendo la ventaja de estar bien amortiguada por el sulfito - 

sódico, mientras que las soluciones de sulfato sódico están - 

sometidas a cambios en el pH en cuanto se contaminan con peque

ñas cantidades de ácido o álcali. Esta ha sido una causa oca- 

sional de error en la aplicación de los métodos antiguos ( 4). 

En los primeros métodos de determinación de globulina gamma - 

del suero, era preciso utilizar numerosas sales a diferentes
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concentraciones. Entre estas se contaba con la solución de sul

fato amónico al 33% de saturación. 

La técnica de utilización de esta solución se modificó y es la

base de varios de los métodos cuantitativos actuales. 

Otro tipo de métodos de precipitación, aprovecha la turbidez - 

producida al combinarse las proteínas con ciertos metales pesa- 

dos como cinc, cobre, cadmio y bario, en condiciones estables

de temperatura, pH y concentraciones de proteínas y reactivos. 

Wolfson y Cohn idearon un procedimiento con el separaban las

proteínas séricas en cuatro fracciones similares a las fraccio

nes electroforéticas; el procedimiento se basa en la insolubi- 

lidad que presenta la globulina gamma en una solución de sulfa

to amónico al 33% de saturación. El pH se ajusta al punto --- 

isoeléctrico ( 6. 4), agregando cloruro de sodio, para obtener - 

el máximo de recuperación ( 25) 

Para la determinación de fibrinógeno se han aplicado todos los

tipos de métodos de valoración de proteínas: gravimátrico, -- 

Kjeldahl, electroforesis, refractometría, nefelometría y colo- 

rimetría con éxito variable. 

Los métodos empleados con más frecuencia en los laboratorios - 

clínicos, consisten en el precipitación del fibrinógeno del -- 

plasma en forma de fibrina y análisis del coágulo por determi- 

nación de la cantidad de nitrógeno por el método de Kjeldahl, 

o con la ayuda de otros métodos colorimétricos de proteínas. 

Uno de los primeros métodos utilizados para la separación de

fibrina a partir del plasma utilizados fuá el procedimiento de

sarrollado por Cullen y Van Slyke quienes añadieron cloruro -- 
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cálcico a plasma oxalatado y determinaron la cantidad de nitró- 

geno en el coágulo por el método Kjeldahl, valor que se expresa

como proteína multiplicándolo por el factor 6. 25. 

Gram desarrolló un método semejante para usarlo con sangre ci- 

tratada. 

Bang ha modificado el método de Gram, convirtiéndolo en un pro- 

cedimiento más rápido mediante el uso de solución de trombina y

lavado con alcohol y éter para desecarlo rápidamente, antes de

separar el coágulo. 

Un método colorimitrico ampliamente usado durante muchos años, 

consiste en la combinación de la técnica de Cullen y Van Slyke

para la separación del coágulo y utilización del reactivo de - 

fenol. 

Existen ciertos errores- inherentes a los métodos iniciales, - 

que han puesto de relieve estudios recientes, en los que se -- 

empleó trombina purificada para la conversión del fibrinógeno

en fibrina, así como los datos del fraccionamiento de las pro- 

teínas sanguíneas de Cohn y colaboradores. 

Saifer y Newhouse determinaron el fibrinógeno, empleando un - 

procedimiento microfotométrico con ninhidrina en condiciones

reguladas. 

Como los reactivos del Biuret y Biuret- Fenol se han empleado - 

con éxito en el análisis de proteínas y son accesibles a la - 

mayor parte de los laboratorios de análisis clínicos, el méto

do que se describe se encontró útil y comparativamente rápido. 

El coágulo de fibrinógeno se separa del plasma según Bang y - 

la proteína se determina por el método de Lowry o por la téc- 

nica usual del Biuret ( 25 vol. III). 
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Las proteínas totales en líquido cefaloraquídeo, se han podido

determinar colorimétricamente, mediante el uso del reactivo del

Biuret, de Nessler, de Folin- Ciocolteau y el de Ninhidrina. 

Nefelométricamente, con sulfato de amonio, ácido sulfosalisí- 

lico o ácido tricloroacético, e inmunoquímicamente. A excep- 

ción de los métodos mencionados en último lugar, el resto nece

sita de un volúmen de muestra de 0. 5 a 2. 5 ml. 

Daughaday, Lowry, Rosebrough y Fieldas teniendo en cuenta las

dificultades existentes para la obtención de tan grandes volú- 

menes de líquido cefaloraquídeo, como se necesitan para la mayo

ría de los métodos de análisis, idearon un método que solamente

necesita de 0. 2 ml. de muestra. Esta técnica analítica se -- 

basa en observaciones anteriores hechas por Herrior, Lowry, Ro

sebrough, Farr y Randall, acerca del incremento de color indu- 

cido por los iones cúpricos en presencia del reactivo fenólico

de Folin- Ciocolteau, de proteínas en cuya composición entrase a

formar parte la tirosina. 

Knights, Mc. Donald y Plompuu describieron una ultramicrotécni

ca colorimétrica que necesita únicamente de 0. 05 ml. de mues - 

tra. 

Hasta el momento, no existe ningún método exacto y preciso de

determinación de proteínas totales en líquido cefaloraquídeo

que pueda . adaptarse a la rutina diaria de los laboratorios de

análisis clínicos. 

Los métodos que se emplean úsualmente, varían tanto en exacti- 

tud como en complejidad. 

Los resultados obtenidos mediante la determinación del nitró- 

geno por el método de Kjeldahl se admiten como referencia, pe
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ro como se requiere de 15 ml. de muestra, lo cual resulta difí- 

cil llevarlo a cabo, además tarda mucho tiempo, ya que sólo para

la digestión ácida se requiere de 2 a 3 horas. 

Se han efectuado numerosas tentativas para encontrar una tác- 

pica precisa sencilla y práctica. Así, se ha recurrido al mé- 

todo de equivalencia de Jonhston- Gibson, añadiefidole iones cú- 

pricos. 

Daughaday, Lowry, Rosebrough y Fieldas, adaptaron un reactivo

cuprofenólico a la determinación directa de proteínas. Estos

investigadores restan una cantidad constante de 6 mgs. de pro- 

teínas por cada 100 ml de la cifra de proteínas totales obteni- 

da, para corregir de esta manera el color producido por las -- 

substancias cromógenas no protéicas. 

Sin embargo, Sevensmark demostró, que pueden producirse erro- 

res hasta de 39 mgs. en 100 ml, pese a la aplicación del fac- 

tor de correción de Daughaday. Este autor estima necesario -- 

determinar las cifras de corrección individualmente, si se quie

re evitar errores, lo cual complica el procedimiento. 

Zondag, Van Boltezelver y Reider, han recomendado precaución

al aplicar los métodos de equimallencia de la tirosina, en la -- 

determinación directa de proteínas del líquido cefaloraquídéo, 

ya que existen muchas drogas de uso común que interfieren sen- 

siblemente la reacción colorida. 

No obstante, la mayor sensibilidad de estos procedimientos, - 

permite realizar los análisis con volúmenes pequeños de mues- 

tra, lo cual explica que el método de Daughaday esté especial- 

mente indicado para pediatría. 

También se han empleado numerosos métodos del Biuret para de - 
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terminación de proteínas en el liquido cefaloraquídeo, la mayo- 

ría de ellas dan cifras mayores a las obtenidas por el método

de Kjeldahl. 

Si bien los resultados obtenidos con el método del Biuret, -- 

ideado por Goa, resultan comparables a los conocidos por el -- 

método de Johnston -Gibson. 

Meulemans se ocupó de la determinación nefelométrica de protei

nas en el líquido cefaloraquídeo y coincidiendo con investiga- 

dores anteriores, llegó a la conclusión de que los métodos -- 

turbidimétricos que emplean ácido sulfosalisílico, no propor- 

cionan resultados precisos, ya que las cifras obtenidas depen- 

den notoriamente de las concentraciones relativas de albúminas

y globulinas. Puesto que el grado de turbidez es mayor con - 

las albúminas que con las globulinas. Por ello, Meulemans pu

blicó dos procedimientos perfeccionados ( 25 vol. V.) 

En general, se han descrito numerosos métodos para la determi- 

nación de la.- proteínas séricas,. de entre ellos, el método -- 

universalmer e reconocido como típico, es la determinación de
st

nitrógeno st in Kjeldahl; una técnica excelente para su em--- 
g. 

pleo, ha silo descrita recientemente por Hiller, Plazin y Van

Slyke. 

Se usan tam51én los métodos basados en la apreciación de la - 

densidad es, c, ialmente desde la introducción del método del sul

fato de cofre Uor Phillips y colaboradores, sin embargo, la - 

densidad del suero puede estar afectada por otros componentes. 

Se han emi.leado métodos gravimétricos, pero se necesita dema- 

siado tiEmpo para ser utilizados en análisis clínicos. 
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La refractometría es también inadecuada para el trabajo clínico, 

debido a los grandes errores que pueden surgir sobre todo de la

interferencia de los lípidos. 

Las técnicas basadas en la determinación de tirosina, arginina

u otro aminoácido, componente específico de las proteínas, están

sujetas a errores a causa de las diferencias en el valor erom6- 

geno de las distintas proteínas séricas. Ya que el complejo - 

proteínico sérico experimenta cambios en el transcurso de las

enfermedades, por lo que pueden presentarse marcadas diferen - 

cias en reactividad. 

El reactivo fenólico de Folin, usado tras el tratamiento preli- 

minar del reactivo cúrpico- alcalino, es extraordinariamente sen

sible, pero adolece del inconveniente anterior. 

La Ninhidrina se ha empleado con éxito como reactivo altamente

sensible para la determinación de proteínas séricas totales. 

La reacción del Biuret, tiene numerosas ventajas sobre otros pro

cedimientos, para la medición de las proteínas séricas. Robin- 

son y Hogden, han descrito un excelente método para la aplica- 

ción de la técnica del Biuret, requiere más tiempo que el pro- 

cedimiento descrito aquí, porque las proteínas se separan prime

ro por precipitación, antes del tratamiento con el reactivo del

Biuret. 

Gornall, Bardawill y David describieron un reactivo del Biuret

modificado, para la determinación separada del albúminas y glo- 

bulinas. 

El método más ampliamente aceptado, es el electroforético de

Tiselius. 

Las cifras medias de albúmina, obtenidas por el método de pre - 
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cipitación salina que usa la mezcla de sulfato- sulfito sódicos, 

son casi idénticos con las del método electroforético, ésto se

comprobó en más de 100 sueros patológicos. Las diferencias ra

ramente exceden de 0. 5 gr., un valor que puede anticiparse so- 

bre la base de la precisión del método electroforético. 

El método de salinización se desvía del electroforético, más - 

allá de este limite solamente cuando las cifras de gamma globu- 

lina dan val- ores extremadamente elevados ( 8gr/ 100 ml o mayores), 

por lo que la albúmina medida por este método es demasiado ba- 

ja. 

El sulfato sódico, a concentraciones elevadas, fué usado por - 

Major y Milne a temperaturas de 370C, empleando la filtración

para la separación de la globulina. 

Wolfson, Cohn y colaboradores, usaron el sulfito sódico en sola

cibn al 28%, pero esta técnica resulta complicada y en conse- 

cuencia menos conveniente que la mezcla de sulfato- sulfito. - 

El suo del sulfito sódico como reactivo para fraccionamiento de

proteínas, fué introducido por Cuái bel-1 y Hanna. 

Los presentes autores, encontraron que el sulfato sódico, fosfa

to sódico y el sulfato magnésico, usados para la precipitación

por salinización de las globulinas, interfieren con la aplir_a- 

cibn de la reacción del Biuret. 

Cohn y colaboradores, han descrito diversos métodos, basados en

el empleo del alcohol para la separación de las diferentes frac

ciones proteínicas, según los principios desarrollados en los

laboratorios de Cohn. En estos procedimientos el control pre- 

ciso de las temperaturas en la zona de- 5o es esencial en todas

las fases de la separacign, salvo que se disponga de equipo ade
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cuadamente refrigerado, suelen ser poco precisos los resultados

obtenidos por este método. Lo mismo puede decirse del método

de Pillimer y Hutchinson que sustituye el etanol por metanol -- 

25 vol. IV.) 
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Se han utilizado diversas métodos para determinar la cantidad

del total de proteínas en el suero o en otros líquidos bioló- 

gicos en general no existe un método del todo satisfactorio, 

el de elección depende de la naturaleza de la proteína y ---- 

de los otros componentes presentes, así mismo, también de la

rapidéz, exactitud y sensibilidad que se busque en el ensayo

23). 

Uno de los métodos clásicos es el de Kjeldahl, en que la mues- 

tra se digiere con ácido sulfárico y calor el nitrógeno de las

proteínas con la mayor parte de los componentes nitrogenados

se convierte en sulfato amónico, el amoníaco liberado se de- 

termina alcalinizando la solución, la que se destila hasta ha- 

cerla ácida y se titula o bien se le hace reaccionar con el -- 

reactivo de Nessler, para obtener una coloración mensurable. 

Si hay compuestos de nitrogeno distintos, será necesaria hacer

una corrección, esta suele consistir en retirarlos por precipi

tación y determinar el nitrógeno no proteico que se sustrae - 

del contenido en las proteínas de la muestra así puede calcu- 

larse la cantidad existente, si se conoce la proporción de ni

trógeno presente en ellas. 

En el suero humano, el factor de correción para proteínas to- 

tales es 6. 54 ( 17). 

El análisis de nitrógeno por el método de Kejldahl, se basa en

que las proteínas contienen de 12 a 18% de nitrógeno por peso, 

ya que las mezclas han sido oxidadas a monóxido de carbono y
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a iones amonio por calentamiento con ácido sulfúrico concentra- 

do, se determina el NH3 por varios métodos: 
Titulación Kejldahl.- La adición de exceso de álcali a la solu- 

ción ácida conteniendo iones amonio, causa la formación de amo- 

niaco, se destila el vapor del amonio y se pasa a un sistema - 

cerrado dentro de una solución valorada, en donde se titula. 

En la prueba de Nessler, a las soluciones alcalinas contenien- 

do estos iones se les agrega yoduro mercúrico potásico, ----- 

reactivo de Nessler) se produce una coloración naranja, debido

al complejo formado, pudieñdose medir cuantitativamente a 440

nm en un fotocólorímetro ( 16). 

La determinación de proteínas por el método del Biuret utiliza

un reactivo alcalino de sulfato de cobre, la reacción depende

de los enlaces peptídicos que caracterizan la proteína ( 17). 

Este método se basa en que los compuestos que contienen dos o

más enlaces peptídicos dan un color que va del púrpura caracte

rístico, al azul con solución alcalina diluída de sulfato de - 

cobre ( 16). 

La prueba del biuret es posible reproducirla para cualquier -- 

proteína dada, requiriéndose grandes cantidades de ésta ( 1 a

20 mg) para el desarrollo del color. 

El método de Folin- Ciocolteau, es otro de los métodos cuantita

tivos usados es sensible a mezclas conteniendo hasta 5 microgra

mos de proteínas. 

El color formado por el reactivo de Folin- Ciocolteau se debe

a la reacción de la proteína con el reactivo alcalino de cobre, 

como sucede en la reacción del biuret, a la reducción de las - 

sales fosfomolibdato- fosfotungstato del reactivo por la tiros¡ 
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na y triptofano ( aminoácidos presentes en las diferentes proteí

nas) ( 16). 

Otros métodos consisten en medir el enturbiamiento producido al

añadir a una solución de proteínas un precipitante, éste es el

utilizado' con frecuencia para orina y líquido cefaloraquídeo. 

También se ha utilizado la medición del peso específico o del - 

índice de refracción de la solución, con riesgo de. que los com- 

ponentes no proteínicos modifiquen estos valores, o por la me— 

dici6n de algún grupo o enlace característico presente en la mo

lécula tales como el hidroxifenilo o uniones peptídicas ( 17). 

En la determinación nefelometrica, las proteínas se mezclan con

ácido tricloroacético a bajas concentraciones, ácido sulfosali- 

cílico o ferrocianuro de potasio en ácido acético para producir

la turbidez. 

Bajo condiciones controladas de temperatura, concentración y - 

tiempo de exposición a agentes precipitantes, el resultado se

puede conocer por la turbidez leída a una densidad óptica de

500 nm. 

En el ensayo espectrofotométrico de proteínas, los residuos de

tirosina y triptofano exhiben una absorción ultravioleta apro- 

ximadamente de 275- 280 nm, así la concentración de la proteína

en una solución pura deber ser proporcional a su absorción. 

Un número de proteínas puras en solución en cantidad de un -- 

miligramo. de proteína por mililitro exhiben una densidad op- 

tica especial a 280 nm. 

Las ventajas de este ensayo son: rapidez, no hay destrucción

de las enzimas, desafortunamdamente otros compuestos presentes

en materiales naturales exhiben esta misma absorción, específi

camente los ácidos nucláicos, que presentan una absorción mal¡ 
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ma a 260 nm y continúan exhibiendo absorciones a una longitud

de onda de 280 nm; debido a ésto se necesita hacer correcciones

si la absorción está entre 260- 280nm ( 23) 
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5. 3._. COMPARACION ENTRE DIVERSOS METODOS DE CUANTIFICACION DE - 
PROTEINAS. 

Se escoge la técnica en función del material que se va a analizar

y del tipo de información que se busca. 

a).- En el análisis de Kjeldahl para nitrógeno total, la cuanti- 

ficación se hace después del aislamiento y precipitación adecua- 

dos, o bien, aplicando una correción en función del nitrógeno - 

no proteico. 

Puede emplearse un factor de conversión para gramos de proteínas

por gramos de nitrógeno. 

b).- Método del Biuret.- Se utiliza una proteína conocida para

construir una curva patrón. 

c).- Método de Lowry.- Utiliza la modificación del método de -- 

Folin- Ciocolteau basado en presencia de tirosina y triptofano - 

de las proteínas. 

d).- Medición de absorción con luz ultravioleta.- A una longitud

de onda de 280/ 260 milimicras después de eliminar las substan- 

cias no proteínicas por diálisis o por fraccionamiento. 

Debe emplearse un coeficiente de extinción apropiado para el - 

estudio de proteínas especiales ( 1. 55 x 280 - 0. 775 x 154)= mi— 

crogramos por mililitro de proteínas presentes. 

e).- Medición de la densidad de una solución después de una puri

ficación apropiada. 

h).- Medición del indice de refracción de una solución de proteí

na. 

i).- Pesada directa de la muestra purificada y deshidratada

j).- Incorporación de ácidos aminados radioactivos al material

precipitándolo con ácido tricoloroacético al 5%, en caliente, - 

con la finalidad de medir la síntesis de proteínas en los estu- 
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dios metabólicos. 

Se han utilizado los métodos a, b, c, y e además de f en análi - 

sis de alimentos y tejidos con objeto de ir verificando la puri

ficación de ellos. 

Tos métodos g), H) e i) sólo pueden aplicarse a substancias bas

tante puras o cuando es posible introducir un factor de conver- 

sión para la presencia de sales y otras substancias no proteíni- 

cas. 

Los métodos espectrofotométricos más usados son el de Lowry ( sen

sibilidad entre 1 y 200 microgramos) y el de Biuret ( sensibili- 

dad de 0. 25 a 200 miligramos). 

Los otros dos métodos espectrofotométricos (
280/ 260) con sensi- 

bilidad de 0. 05 a 200 miligramos). Y el método Delta 215/ 225 sen

sibilidad de 10 a 100 mgs. exige un espectrofotómetro más sensi- 

ble. 

El inconveniente más grave de estas técnicas, se relaciona con

el hecho de que las distintas proteínas, muestran espectros de - 

absorción diferentes y que ningún patrón proteínico único basta

para estudiar cualquier proteína. 

La mejor manera es preparar una curva patrón de referencia con

la propia proteína que se quiere estudiar pero ésto no siempre

es posible pues no se dispone de muestras precisas de cada pro- 

teína problema ( 14). 
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S. I. DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL MÉTODO DEL BIURET

Cuando la urea es calentada a cerca de 1800C, se descompone

dándonos un producto llamado " biuret", el cual en presencia de

cobre en solución alcalina forma un complejo violeta rojizo. - 

La reacción es como sigue: 
C' - e 11.2_ 
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Esta reacción es la base en la determinación de proteínas en - 

suero y en otros líquidos biológicos ( 4). 

Fundamento del método.- Todas las proteínas contienen enlaces

de péptido, si se trata una solución de proteínas con iones co- 

bre en un medio moderadamente alcalino, se forma un complejo

quelato coloreado de composición desconocida, entre el ión co- 

bre y los grupos carboxilo y amino, de los enlaces de péptido

ocurre una reacción semejante entre el ión cúprico y el compues

to orgánico biuret por ello se le llamó: " reacción del biuret". 

Aminoácidos y dipéptidos nos pueden dar la reacción, pero tri- 

péptidos, polipéptidos y proteínas dan productos de color rosa

a violeta rojizo. 

En la práctica un ión cúprico enlaza a cuatro o seis enlaces de

péptido por medio de enlaces coordinados, la intensidad del co- 

lor producido es proporcional a la cantidad de enlaces peptidi- 

cos. 

Así este método se considera un procedimiento colorimétrico sim

ple y rápido para la cuantificación de proteínas, este reactivo

tiene un período de estabilidad limitado ya que las sales de -- . 
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cobre son susceptibles a la autoreduci6n con formación de hi- 

dróxido de cobre ( 23). 

Weichelbaum usó el tartrato de sodio y potasio como estabili- 

zador y yoduro de potasio para prevenir autoreducci6n, sin em

bargo es inestable en almacenamiento prolongado. 

Gornall retuvo el tartrato como estabilizador observando - 

que el yoduro de potasio era innecesario ya que la aureducci6n

ocurría cuando se utilizaba sulfato de cobre impuro. 

El reactivo de Benedict ha sido utilizado también, ya que con- 

tiene citrato como agente estabilizador, siendo de baja alca- 

linidad, este procedimiento usa solución de hidróxido de sodio

al 3%, lo cual es una ventaja ya que el máximo de color produ- 

cido en la reacción del biuret se lleva a cabo cuando la con— 

centraci6n final de sosa está entre 1. 2 a 2. 8. 

La absorción máxima del complejo proteína- biuret en el espectro

visible ocurre a 545 milimicas. 

La proteína total en suero normal es determiada por la reacción

del Biuret, aumentos sutiles pueden ser determinados por el mé- 

todo de Kjaeldahl. 

La reacción del biuret ha sido adaptado al autoanalizador usan

do el reactivo descrito por Weichelbaum. 

Muchos investigadores han aportado datos acerca del método de - 

los que pueden citarse: Kingsley ( 1942), Mehl ( 1945), Weichel-- 

baum ( 1946) y Reinhold ( 1953). 

Principalmente en relación a la modificación y cambios en la - 

composición del reactivo ( 12). 

El método de Reinhold está dado y es recomendado para el uso de

rutina diaria. 
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La refractometria es también inadecuada para el trabajo clínico, 

debido a los grandes errores que pueden surgir sobre todo de la

interferencia de los lípidos. 

Las técnicas basadas en la determinación de tirosina, arginina

u otro aminoácido, componente específico de las proteínas, están

sujetas a errores a causa de las diferencias en el valor erom6- 

geno de las distintas proteínas séricas. Ya que el complejo - 

proteínico sérico experimenta cambios en el transcurso de las

enfermedades, por lo que pueden presentarse marcadas diferen - 

cias en reactividad. 

El reactivo fenólico de Folin, usado tras el tratamiento preli- 

minar del reactivo cúrpico- alcalino, es extraordinariamente sen

sible, pero adolece del inconveniente anterior. 

La Ninhidrina se ha empleado con éxito como reactivo altamente

sensible para la determinación de proteínas séricas totales. 

La reacción del Biuret, tiene numerosas ventajas sobre otros pro

cedimientos, para la medición de las proteínas séricas. Robin- 

son y Hogden, han descrito un excelente método para la aplica- 

ción de la técnica del Biuret, requiere más tiempo que el pro- 

cedimiento descrito aquí, porque las proteínas se separan prime

ro por precipitación, antes del tratamiento con el reactivo del

Biuret. 

Gornall, Bardawill y David describieron un reactivo del Biuret

modificado, para la determinación separada del albúminas y glo- 

bulinas. 

El método más ampliamente aceptado, es el electroforético de - 

Tiselius. 

Las cifras medias de albúmina, obtenidas por el método de pre - 
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cipitación salina que usa la mezcla de sulfato- sulfito sódicos, 

son casi idénticos con las del método electroforético, ésto se

comprobó en más de 100 sueros patológicos. Las diferencias ra

ramente exceden de 0. 5 gr., un valor que puede anticiparse so« 

bre la base de la precisión del método electroforético. 

El método de salinización se desvía del electroforético, más - 

allá de este límite solamente cuando las cifras de gamma globu- 

lina dan val -ores extremadamente elevados ( 8gr/ 100 ml o mayores), 

por lo que la albúmina medida por este método es demasiado ba- 

ja. 

El sulfato sódico, a concentraciones elevadas, fuá usado por - 

Major y Milne a temperaturas de 370C, empleando la filtración

para la separación de la globulina. 

Wolfson, Cohn y colaboradores, usaron el sulfito sódico en sola

cibn al 28%, pero esta técnica resulta complicada y en conse- 

cuencia menos conveniente que la mezcla de sulfato- sulfito. - 

El suo del sulfito sódico como reactivo para fraccionamiento de

proteínas, fué introducido por C uípbell y Hanna. 

Los presentes autores, encontraron que el sulfato sódico, fosfa

to sódico y el sulfato magnésico, usados para la precipitación

por salinización de las globulinas, interfieren con la aplica- 

cibn de la reacción del Biuret. 

Cohn y colaboradores, han descrito diversos métodos, basados en

el empleo del alcohol para la separación de las diferentes frac

ciones proteínicas, segán los principios desarrollados en los

laboratorios de Cohn. En estos procedimientos el control pre- 

ciso de las temperaturas en la zona de - 5o es esencial en todas

las fases de la separación, salvo que se disponga de equipo ade
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cuadamente refrigerado, suelen ser poco precisos los resultados

obtenidos por este método. Lo mismo puede decirse del método

de Pillimer y Hutchinson que sustituye el etanol por metanol -- 

25 vol. IV.) 
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Se han utilizado diversas métodos para determinar la cantidad

del total de proteínas en el suero o en otros líquidos bioló- 

gicos en general no existe un método del todo satisfactorio, 

el de elección depende de la naturaleza de la proteína y ---- 

de los otros componentes presentes, así mismo, también de la

rapidéz, exactitud y sensibilidad que se busque en el ensayo

23). 

Uno de los métodos clásicos es el de Kjeldahl, en que la mues- 

tra se digiere con ácido sulfúrico y calor el nitrógeno de las

proteínas con la mayor parte de los componentes nitrogenados

se convierte en sulfato amónico, el amoníaco liberado se de- 

termina alcalinizando la solución, la que se destila hasta ha- 

cerla ácida y se titula o bien se le hace reaccionar con el -- 

reactivo de Nessler, para obtener una coloración mensurable. 

Si hay compuestos de nitrogeno distintos, será necesaria hacer

una corrección, esta suele consistir en retirarlos por precipi

tación y determinar el nitrógeno no proteico que se sustrae - 

del contenido en las proteínas de la muestra así puede calcu- 

larse la cantidad existente, si se conoce la proporción de ni

trógeno presente en ellas. 

En el suero humano, el factor de correción para proteínas to - 

tales es 6. 54 ( 17). 

El análisis de nitrógeno por el método de Kejldahl, se basa en

que las proteínas contienen de 12 a 18% de nitrógeno por peso, 

ya que las mezclas han sido oxidadas a monóxido de carbono y
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a iones amonio por calentamiento con ácido sulfúrico concentra- 

do, se determina el NH3 por varios métodos: 
Titulación Kejldahl.- La adición de exceso de álcali a la solu- 

ción ácida conteniendo iones amonio, causa la formación de amo- 

niaco, se destila el vapor del amonio y se pasa a un sistema - 

cerrado dentro de una solución valorada, en donde se titula. 

En la prueba de Nessler, a las soluciones alcalinas contenien- 

do estos iones se les agrega yoduro mercúrico potásico, ----- 

reactivo de Nessler) se produce una coloración naranja, debido

al complejo formado, pudieñdose medir cuantitativamente a 440

nm en un fotocolorímetro ( 16). 

La determinación de proteínas por el método del Biuret utiliza

un reactivo alcalino de sulfato de cobre, la reacción depende

de los enlaces peptídicos que caracterizan la proteína ( 17). 

Este método se basa en que los compuestos que contienen dos o

más enlaces peptídicos dan un color que va del púrpura caracte

rístico, al azul con solución alcalina diluida de sulfato de - 

cobre ( 16). 

La prueba del biuret es posible reproducirla para cualquier -- 

proteína dada, requiriéndose grandes cantidades de ésta ( 1 a

20 mg) para el desarrollo del color. 

El método de Folin- Ciocolteau, es otro de los métodos cuantita

tivos usados es sensible a mezclas conteniendo hasta 5 microgra

mos de proteínas. 

El color formado por el reactivo de Folin- Ciocolteau se debe

a la reacción de la proteína con el reactivo alcalino de cobre, 

como sucede en la reacción del biuret, a la reducción de las - 

sales fosfomolibdato- fosfotungstato del reactivo por la tiros¡ 
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na y triptofano ( aminoácidos presentes en las diferentes proteí

nas) ( 16). 

Otros métodos consisten en medir el enturbiamiento producido al

añadir a una solución de proteínas un precipitante, éste es el

utilizadó con frecuencia para orina y líquido cefaloraquídeo. 

También se ha utilizado la medición del peso específico o del - 

índice de refracción de la solución, con riesgo de que los com- 

ponentes no proteinicos modifiquen estos valores, o por la me— 

dici6n de algún grupo o enlace característico presente en la mo

lécula tales como el hidroxifenilo o uniones peptídicas ( 17). 

En la determinación nefelométrica, las proteínas se mezclan con

ácido tricloroacético a bajas concentraciones, ácido sulfosali- 

cílico o ferrocianuro de potasio en ácido acético para producir

la turbidez. 

Bajo condiciones controladas de temperatura, concentración y - 

tiempo de exposición a agentes precipitantes, el resultado se

puede conocer por la turbidez leída a una densidad óptica de

500 nm. 

En el ensayo espectrofotométrico de proteínas, los residuos de

tirosina y triptofano exhiben una absorción ultravioleta apro- 

ximadamente de 275- 280 nm, así la concentración de la proteína

en una solución pura deber ser proporcional a su absorción. 

Un número de proteínas puras en solución en cantidad de un -- 

miligramo de proteína por mililitro exhiben una densidad óp- 

tica especial a 280 nm. 

Las ventajas de este ensayo son: rapidez, no hay destrucción

de las enzimas, desafortunamdamente otros compuestos presentes

en materiales naturales exhiben esta misma absorción, específi

camente los ácidos nucléicos, que presentan una absorción mal¡ 
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ma a 260 nm y continúan exhibiendo absorciones a una longitud

de onda de 280 nm; debido a ésto se necesita hacer correcciones

si la absorción está entre 260- 280nm ( 23) 
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5. 3._. COMPARACION ENTRE DIVERSOS METODOS DE CUANTIFICACION DE - 
PROTEINAS. 

Se escoge la técnica en función del material que se va a analizar

y del tipo de información que se busca. 

a).- En el análisis de Kjeldahl para nitrógeno total, la cuanti- 

ficación se hace después del aislamiento y precipitación adecua- 

dos, o bien, aplicando una correción en función del nitrógeno - 

no proteico. 

Puede emplearse un factor de conversión para gramos de proteínas

por gramos de nitrógeno. 

b).- Método del Biuret.- Se utiliza una proteína conocida para

construir una curva patrón. 

c).- Método de Lowry.- Utiliza la modificación del método de -- 

Folin- Ciocolteau basado en presencia de tirosina y triptofano - 

de las proteínas. 

d).- Medición de absorción con luz ultravioleta.- A una longitud

de onda de 280/ 260 milimicras después de eliminar las substan- 

cias no proteínicas por diálisis o por fraccionamiento. 

Debe emplearse un coeficiente de extinción apropiado para el - 

estudio de proteínas especiales ( 1. 55 x 280 - 0. 775 x 154)= mi— 

crogramos por mililitro de proteínas presentes. 

e).- Medición de la densidad de una solución después de una puri

ficación apropiada. 

h).- Medición del índice de refracción de una solución de proteí

na. 

i).- Pesada directa de la muestra purificada y deshidratada

j).- Incorporación de ácidos aminados radioactivos al material

precipitándolo con ácido tricoloroacático al 5%, en caliente, - 

con la finalidad de medir la síntesis de proteínas en los estu- 
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dios metabólicos. 

Se han utilizado los métodos a, b, c, y e además de f en análi - 

sis de alimentos y tejidos con objeto de ir verificando la puri

ficación de ellos. 

Los métodos g), H) e i) sólo pueden aplicarse a substancias bas

tante puras o cuando es posible introducir un factor de conver- 

sión para la presencia de sales y otras substancias no proteíni- 

cas. 

Los métodos espectrofotométricos más usados son el de Lowry ( sen

sibilidad entre 1 y 200 microgramos) y el de Biuret ( sensibili- 

dad de 0. 25 a 200 miligramos). 

Los otros dos métodos espectrofotomátricos ( 280/ 260) con sensi- 

bilidad de 0. 05 a 200 miligramos). Y el método Delta 215/ 225 sen

sibilidad de 10 a 100 mgs. exige un espectrofotómetro más sensi- 

ble. 

El inconveniente más grave de estas técnicas, se relaciona con

el hecho de que las distintas proteínas, muestran espectros de - 

absorción diferentes y que ningún patrón proteínico único hasta

para estudiar cualquier proteína. 

La mejor manera es preparar una curva patrón de referencia con

la propia proteína que se quiere estudiar pero ésto no siempre

es posible pues no se dispone de muestras precisas de cada pro- 

teína problema ( 14). 
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S. I. DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METÓDO DEL BIURET

Cuando la urea es calentada a cerca de 1800C, se descompone

dándonos un producto llamado " biuret", el cual en presencia de

cobre en solución alcalina forma un complejo violeta rojizo. - 

La reacción es como sigue: _ N
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Esta reacción es la base en la determinación de proteínas en - 

suero y en otros líquidos biológicos ( 4). 

Fundamento del método.- Todas las proteínas contienen enlaces

de péptido, si se trata una solución de proteínas con iones co- 

bre en un medio moderadamente alcalino, se forma un complejo

quelato coloreado de composición desconocida, entre el ión co- 

bre y los grupos carboxilo y amino, de los enlaces de piptidq

ocurre una reacción semejante entre el ión cúprico y el compues

to orgánico biuret por ello se le llamó: " reacción del biuret". 

Aminoácidos y dipáptidos nos pueden dar la reacción, pero tri- 

páptidos, polipéptidos y proteínas dan productos de color rosa

a violeta rojizo. 

En la práctica un ión cúprico enlaza a cuatro o seis enlaces de

páptido por medio de enlaces coordinados, la intensidad del co- 

lor producido es proporcional a la cantidad de enlaces peptidi- 

cos. 

Así este método se considera un procedimiento colorimétrico sim

ple y rápido para la cuantificación de proteínas, este reactivo

tiene un período de estabilidad limitado ya que las sales de -- . 
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cobre son susceptibles a la autoreduci6n con formación de hi- 

dróxido de cobre ( 23). 

Weichelbaum usó el tartrato de sodio y potasio como estabili- 

zador y yoduro de potasio para prevenir autoreducci6n, 
sin em

bargo es inestable en almacenamiento prolongado. 

Gornall retuvo el tartrato como estabilizador observando - 

que el yoduro de potasio era innecesario ya que la aureducci6n

ocurría cuando se utilizaba sulfato de cobre impuro. 

El reactivo de Benedict ha sido utilizado también, ya que con- 

tiene citrato como agente estabilizador, siendo de baja alca- 

linidad, este procedimiento usa soluci6n de hidróxido de sodio

al 3%, lo cual es una ventaja ya que el máximo de color produ- 

cido en la reacción del biuret se lleva a cabo cuando la con- 

centración final de sosa está entre 1. 2 a 2. 8. 

La absorción máxima del complejo proteína- biuret en el espectro

visible ocurre a 545 milimicas. 

La proteína total en suero normal es determiada por la reacción

del Biuret, aumentos sutiles pueden ser determinados por el mé- 

todo de Kjaeldahl. 

La reacción del biuret ha sido adaptado al autoanalizador usan

do el reactivo descrito por Weichelbaum. 

Muchos investigadores han aportado datos acerca del método de - 

los que pueden citarse: Kingsley ( 1942), Mehl ( 1945), Weichel-- 

baum ( 1946) y Reinhold ( 1953). 

Principalmente en relación a la modificación y cambios en la - 

composición del reactivo ( 12). 

El método de Reinhold está dado y es recomendado para el uso de

rutina diaria. 
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Por este método las globulinas precipitan en una solución de - 

sulfato y sulfito de sodio en proporción de 3: 1, la solución - 

final tendrá una concentración cercana al 26á. 

Kingsley introdujo el primer método al laboratorio clínico sen- 

sible, sencillo y práctico, desde entonces ha llegado a ser el

método de elección para medición de proteínas debido a su sim- 

plicidad, precisión y exactitud. 

Con la mayoría de los métodos basados en la reacción del biuret

se pueden determinar proteínas en un intervalo de concentración

de 0. 5 a 5 mgs en la porción alícuota que se mide, se dispone

de gran número de modificaciones al procedimiento sólo varian- 

do en pormenores y en la composición del reactivo usado para - 

formar la coloración. 

El método actualmente utilizado se basa en el procedimiento de

Reinhold en el que se usa la fórmula de Weichelbaum y servirá

de ejemplo a esta técnica de cuantificación de proteínas del

suero ( 16) 
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S. S. DETERMINACION DE PROTEINAS DEL SUERO POR EL METODO DE MELDAHL

La valoración de proteínas del suero se presta a algunas abrevia

ciones atrayentes, las proteínas totales, por ejemplo, se pueden

medir por medición del índice de refracción y las proteínas to- 

tales y la fracción de albúmina separadamente por la reacción - 

del biuret. 

Sin embargo, se ha observado que el método Kjeldahl no es s610 - 

rápido sino también sumamente fiel y reproductible aunque para - 

fines clínicos la relación albúmina/ globulina proporciona datos

bastante menos útilPs que los obtenidos separando la albúmina y

las diversas fracciones por electroforesis, 
la mejor manera de - 

valorar proteínas del suero en laboratorio clínico es por lo -- 

tanto hallar las proteínas totales por el m6todo de Kjeldahl y

las diversas fracciones por electroforesis (
17). 

Fundamento del método.- Como todas las proteínas contienen nitró

geno se pueden determinar por medición del nitrógeno presente en

la proteína aislada, hasta hace poco se ha aceptado que el 16% 

de la masa de proteínas del suero era nitrógeno y de ello se - 

deduce: 

Proteína= 1. 0 - x N = 
6. 25 x N

16

Nuevos estudios han indicado que podría acercarse este valor a

6. 45, sin embargo, en el presente se ha convenido en seguir uti

lizando este factor. 

En trabajo preciso se emplea ácido tricoloroacitico o ácido - 
wolfrámico para precipitar las proteínas, pues el nitrógeno no

proteico se separa con el líquido sobrenadante. 

El precipitado lavado, se transfiere a tubos de digestión de -- 

Kjeldahl y la materia orgánica se oxida por calentamiento con
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ácido sulfúrico, a reflujo con o sin adición de catalizadores co

mo sulfato de cobre y sulfato de mercurio, selenio o dióxido de

selenio para acelerar las reacciones de oxidación. 

Para una buena oxidación debe de calentarse de 3400C a 360oC, - 

aproximadamente agregando sulfato de amonio para acelerar el -- 

punto de ebullición del ácido sulfúrico. 

Por este método los elementos carbono, nitrógeno, oxígeno, hidr6

geno, de las proteínas son oxidados a dióxido de carbono, monóxi

do de carbono, agua y SO2 y el nitrógeno se convierte en sulfato
de amonio
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El cual se mide por adición de alcali en exceso y destilación - 

del amoníaco liberado, que se recogen en ácido valorado, o por

destilación del amoníaco y recogida del mismo en ácido bórico y

medición del amoníaco atrapado como NH4H2BO, y se valora con -- 

HCL. 

También puede medirse el amoníaco formado en la digestión del

Kjeldahl por Nesslerización directa del digesto o del amoníaco

destilado, sin embargo no se recomienda ninguno de estos proce- 

dimientos pues su precisión es mucho menor que la de los otrós

métodos de valoración dados antes y los catalizadores cobre y

mercurio interfieren en la reacción de Nessler. 

En la práctica la reacción de Kjeldahl se efectúa directamente

en una alícuota del suero y el valor de nitrógeno total se corri

ge del nitrógeno no proteínico determinado aparte por una reac- 

ción para NNP. 
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El método Kjeldahl es demasiado lento, para análisis de rutina

de gran número de muestras, se usa principalmente como un método

de referencia con el cual se comparan otros métodos, pues posee

alta precisión y gran exactitud ( 16). 

El contenido de nitrógeno de la mayoría de las fracciones pro- 

teínicas en suero varía considerablemente, 
debido a ésto el va- 

lor del nitrógeno de Kjeldahl no podrá usarse como un patrón -- 

absoluto para la cuantificación de proteínas del suero, si es

que puede haberlo, sin embargo, es práctica convencional cali- 

brar otros métodos con respecto a él ( 16). 

Kjeldahl introdujo su método en 1883 usando una mezcla de áci- 

do sulfúrico y ácido fosfórico para la digestión y permanganato

de potasio fuá agregado para oxidar compuestos alcalinos los -- 

cuales eran resistentes a la oxidación. 

El uso de sales de cobre hace al digesto inadecuado para cual- 

quiera de las determinaciones ya sea nesslerización directa o

determinación gasomátrica de amoníaco. 

La comparación de las técnicas diferentes de Kjeldahl deben ha- 

cerse usando substancias puras de cantidad de nitrógeno conoci- 

da. 

El factor más importante por este método es el tiempo de diges- 

tión, para muestras de suero se recomienda para continuar el ca
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lentamiento por media hora o dos horas después de que la mezcla

esté clara; la validez de la determinación de proteína basada - 

en el análisis de nitrógeno total descansa en dos bases: 

a).- Se obtiene una completa y casi constante cantidad de ni— 

tr6geno de proteína en el análisis. 

b).- Constancia en el contenido de nitrógeno de las distintas - 

proteínas en una muestra biológica ( 1). 
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S.' 9. METODO MELDAHL NESSLERIZACION. 

En la determinación, se calienta fuertemente la mezcla de di- 

gestión para descomponer las substancias nitrogenadas, adicionan
do solución de Nessler para obtener el color amarillo caracte- 
ristico, cuya intensidad se mide en un fotoclorímetro. 

En la segunda determinación el nitrógeno no proteínico es deter
minado por el método Kjeldahl descrito

anteriormente, este pro- 

cedimiento se conoce como digestión y
nesslerización ( 18). 

En una modificación a este método las proteínas se rompen en
soluciones de amonio y el amoníaco se determina por medio de - 
una solución de hipoclorito alcalino (

1). 

En cálculo de proteína total será: 

Proteína total= (
Proteína total - NNP) x 6. 25. 

La albúmina se determina precipitando a la globulina con sulfato

de sodio y al filtrado conteniendo la albúmina se trata por di- 
gestión y nesslerización para la determinación de nitrógeno to- 
tal. 

Albúmina = ( nitr6geno total - NNP) x 6. 25

La globulina es determinada cómo sigue: 

Globulina= ( proteína total - albúmina ) ( 18) 
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5.. .- MÉTODOS DE DETERMINACION DE FIBRINOGENO EN PLASMA

El fibrinógeno es una glicoproteína del plasma de aproximáda- 

mente un peso molecular de 330, 000, la cual es sintetizada en

higado. 

La molécula es un dímero consistente de tres pares de cadenas

de polipéptidos que se cree están unidos por enlaces disulfuro. 

El fibrinógeno es uno de los factores proteínicos del plasma

que intervienen en el procese de coagulación de la sangre. 

La concentración de fibrinógeno en plasma es de 200 a 400 mgs. 

por 400 ml ( 0. 2 a 4. 0 g/ 100 ml) no hay nada de fibrinógeno en

suero, pues se separa como fibrina en el proceso de coagula- 

ción. 

La conversión de fibrinógeno a coágulo de fibrina ocurre en - 

dos fases: 

Durante la primera fase o enzimática sucede una interacción - 

compleja de protrombina con otros factores de coagulación en

presencia de iñnes calcio, produciendo cuatro enlaces de pép- 

tido en la molécula de fibrinógeno y así mismo, 
producir dos

pares de cadenas de péptido pequeñas designada como fibrinopép

tido A y B, carbohidrato libre y un mon6mero de fibrina. 

En la segunda fase o fase de polimerización los monómeros de

fibrina unidos por enlace de hidrógeno final se unen para for

mar una molécula tridimensional insoluble. 

En presencia de calcio el coágulo de fibrina es estabilizado - 

por el factor XIII o factor de estabilización de la fibrina. 

La trombina formada en la segunda etapa de la coagulácién ac- 

túa sobre el fibrinógeno para escindir de él un fragmento de
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péptido, con formación de fibrina insoluble, la cual constituye

el coágulo propiamente dicho. 

El péptido fibrina escindido de la molécula de fibrinógeno por

acción de la trombina contiene un 3% de nitrógeno de la proteí

na original ( 4). 

Las fibrillas de fibrinógeno se agregan unas a otras con forma- 

ción de un gel de fibrina tridimensional con enlace transverso, 

en el caso del plasma se produce un gel incoloro translúcido, 

pero en la coagulación de la sangre el gel es rojo a causa de

erítrocítos atrapados, al dejarlo en reposo, el gel se contrae

sinéresis) y forma una masa más compacta. 

En el suero no existe fibrinógeno pues se separa como fibrina

en el proceso de coagulación ( 16). 

Existen varios métodos cuantitativos de determinación de fibri- 

nógeno, en algunos se aisla el fibrinógeno como fibrina de las

otras proteínas del plasma, se efectúa la coagulación diluyen- 

do el plasma con solución salina y agregando trombina exógena

o iones calcio en exceso para vencer el anticoagulante, el -- 

coagulo ya aislado y lavado se analiza por algunos de los méto

dos de determinación de proteínas, medición del nitrogeno por

el método Kjeldahl multiplicando el resultado por el factor

de 5. 95 ( 16. 9%) de nitrógeno o redisolviendo ensosa y midiendo

la proteína por los métodos de biuret, Folin- Ciocolteau o del

fenol y cobre, de Lowry o por medición de absorción de luz ul- 

travioleta a 280 nm, hay bastante desacuerdo acerca del equi- 

valente de tirosina del fibrinógeno medido por el método de Fo

lin por ello son preferidos los métodos del biuret y del fenol

y cobre ( 16). 
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Otro grupo de métodos se basan en la adición de suficiente so- 

lución salina para causar la precipitación de fibrinógeno so- 

lamente y no de alguna proteína del plasma y se mide la turbi- 

dez de la suspensión, para ésto, se diluye el plasma 1: 10 o -- 

1: 20 o con una solución salina, sulfito de sodio al 12. 5%, sul

fato de sodio al 10. 5% y sulfito de amonio al 13. 4%. 

Estos métodos nefelométricos pueden proporcionar resultados re

lativamente valiosos, en breve tiempo en caso de urgencia, sin

embargo no tienen la especificidad de los métodos basados en el

aislamiento de fibrina y los resultados con ellos obtenidos en

el intervalo de concentración por debajo de 0. 1 g/ 100 ml no -- 

son muy dignos de confianza. 

En general, los métodos de cuantificación se basan en: 

a).- Conversión enzimática de fibrina y trombina. 

b).- Métodos de especificidad áununoquimica. 

c).- Métodos de labilidad al calor

d).- Métodos de determinación eléctroforéticos

Se podrían citar como fuentes de error en determinaciones quimi- 

cas la oclusión de otras proteínas del suero, debido a desnatu- 

ralización es aconsejable entonces la compresión manual del pre

cipitado, sinéresis prolongada, dilución del plasma antes de - 

la coagulación y lavado prolongado del precipitado, pues ésto

ayuda a reducir esta fuente de error, además del control del -- 

pH. 

También puede suceder que se haga una recolección incompleta de

fibrina a bajas concentraciones de fibrinógeno o de proteínas

totales a medida que el. coágulo se está formando ( 4). 

Ellis y Stransky describieron un método de turbidez por adi--- 
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ción de trombina al plasma en solución amortiguadora de barbi- 

tal. 

Una prueba rápida de estimación de fibrinógeno en el coágulo - 

está basada en la toma del tiempo requerido para la formación

del coágulo de fibrina después de la adición de trombina al -- 

plasma oxalatado y citratado. 

El tiempo requerido para la coagulación es proporcional a la

concentración del fibrinógeno, pero compuestos como heparina

o productos de descomposición del fibrinógeno interfieren en

la determinación. 

Un análisis semicuantitativo rápido es el método de dilución - 

titulación) introducido por Schneider en 1952, se prepara di- 

luciones de sangre total en solución de Ringer y el punto fi- 

nal se toma como la dilución mayor en la que ocurre precipita- 

do. 

Dentro del segundo grupo de métodos basados en la insolubilidad

del fibrinógeno que involucran el fraccionamiento salino, qui- 

zá el mejor conocido es el de Campbell y Hanna el cual usa una

solución de sulfito de sodio a concentración de 11. 9%, segui- 

da de la determinación de nitrógeno por el método Kjeldahl en

el precipitado lavado. 

Un método rápido y semicuantitativo consiste en utilizar parti- 
J

Gulas de latex que se recubren con fibrinógeno antihumano y -- 

reaccionan directamente con el plasma ( Fi test) ( 8). 

Otros métodos de cuantificación de fibrinógeno se llevan a ca- 

bo por calentamiento a 50oC, durante 10 minutos, las medidas - 

del precipitado son anotadas para correlacionar otros métodos

como el de coágulo de fibrina y técnicas de precipitación con
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sulfito de sodio. 

Por medio de la electroforesis se observa que el fibrinógeno - 

tiene una movilidad elctroforática intermedia entre las. globuli

nas beta y las gamma, pero la separación es incompleta. 

De las determinaciones en base al rompimiento proteínico de fi- 

brinógeno y fibrina se han observado que existen interferencias

en la conversión de fibrinógeno a fibrina debidas a la trombina

y a los productos de degradación resultantes, puede haber dismi

nución de valores de fibrinógeno en métodos de coagulación de

fibrina, así mismo se puede decir que se requiere de una gran - 

sensibilidad en técnicas inmunoquímicas tales como aglutinación

de partículas de látex o inmunoelectroforesis ( 4). 
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S. B.- METODOS DE DETERMINACION DE ALBUMINA Y GLOBULINAS TOTALES

Además de la electroforesis los recursos usados en la determina- 

ción de albúmina y globulinas son los siguientes: 

1.- Separación de albúmina y globulinas totales por técnicas de

precipitación. 

2.- Ensayo nefelomátrico de globulinas

3.- Determinación de albúmina por " error proteínico de indica- 

dores" utilizando colorantes como anaranjado de metilo. 

4.- Determinación del total de globulinas basado en el contenido

de triptofano. 

Estas técnicas han sido aplicadas principalmente a suero y plasma, 

presentan limitaciones para líquido cefaloraquídeo y orina ( 4) 

5. 9.- DETERMINACION DE ALBUMINA Y GLOBULINAS TOTALES POR TECNICAS
DE PRECIPITACION

En esta técnica la proteína total se determina usualmente por

la técnica del biuret; se precipitan las globulinas con solucio

nes de sulfato de amonio y sulfato de magnesio y las albúminas

se determinan en la solución remanente. 

Howe en 1921 describió un método para el fraccionamiento protéi

co con sulfato de sodio y su procedimiento fuá utilizado por mu

chos años, desde 1901. 

El procedimiento de Majoor utiliza sulfato de sodio con una -- 

concentración final de 26. 8%, emplea la electroforesis de Tise- 

lius con el objeto de separar el precipitado de globulinas que

se forma al agregar la solución salina, la solución de proteina- 

sal se agita con éter para disminuir la densidad de las globu- 

linas y posteriormente se centrífuga ( 4). 

La albúmina en la fase acuosa se determina por el método del

Biuret y las globulinas totales por diferencia del contenido - 
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total de proteínas en el suero original•. 

En 1937 Campbell y Hanna introdujeron el uso de sulfito de sodio

para el fraccionamiento del suero y en 1948 Wolfson y colabora- 

dores presentaron una modificación del procedimiento el cual -- 

sigue usándose aún como procedimiento de referencia. 

Una concentración final de 26. 9% de sulfito de sodio se usa pa- 

ra la precipitación de todas las globulinas del suero. 

Una vez precipitadas se separan de la mezcla de sal- proteína - 

por medio de agitación con éter seguida por centrifugación. 

Las ventajas del uso de sulfato y sulfito sódico se refieren a

su capacidad amortiguadora y además las operaciones que pueden - 

llevarse a cabo a temperatura ambiente sin cristalización de la

sal. 

Debido a la interacción entre proteínas diferentes y de anio- 

nes y cationes, los fraccionamientos deben de llevarse a cabo

a pH a los cuales todas las moléculas de proteína posean una

carga neta del mismo signo, con sulfito de sodio el pH es sufi- 

cientemente alto de modo de que está por encima del punto iso- 

eléctrico de todas las proteínas presentes. 

En comparación de los procesos de precipitación con la electro

foresis de Tiselius, el sulfato de sodio al 26. 8% proporciona

mejores resultados que el sulfito de sodio al 26. 9% pero en - 

ambos casos un exceso de agitación con éter desnaturaliza a la

proteína y aumenta la cantidad de proteína precipitada provocan

do resultados erróneos en ambas fracciones. 

Las soluciones de sulfito de sodio son inestables ya que con

el tiempo el sulfito se oxida a sulfato y la precipitación dis

minuye, fraccionamientos con sulfato de sodio dan resultados - 

más bajos para albúmina que los que dan con anaranjado de meti
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lo o por el procedimiento de electroforesis. 

Se ha descrito la precipitación de globulinas con ácido triclo- 

roácetico, al 2% en etanol, por dos horas a temperatura ambiente

para precipitar cuantitativamente las globulinas totales, la al- 

búmina en el sobrenadante es entonces determinada por un análi- 

sis Kjeldahl o por la reacción del biuret. 

Sin embargo los métodos de fraccionamiento salino han sido pro- 

puestos para orina y líquido cefaloraquídeo y su uso frecuente- 

mente provoca un serio error, los resultados obtenidos por frac

cionamiento salino usualmente no son comparables con los obten¡ 

dos por electroforesis ( 4). 

ENSAYO NEFELOMETRICO DE GLOBULINAS TOTALES

Debido a su simplicidad la determinación de precipitados es --- 

atractiva y diversos métodos han sido propuestos para la deter- 

minación del total de globulinas en suero precipitadas con solu

ción de sulfato de amonio saturada sulfato de sodio y sulfito

de sodio. 

La turbidez puede estar afectada por variaciones en la concen- 

tración de proteína, sin embargo, su cuidadoso control puede - 

producir resultados satisfactorios, los autores recomiendan - 

una técnica nefelométrica cuando no existe otra alternativa 'o

cuando se desea una gran exactitud y precisión (
4) 

FRACCIONAMIENTO SALINO DE GLOBULINAS EN SUERO. 

Wolfson y colaboradores, 
fraccionaron las globulinas del suero

usando una solución al 22% de sulfato de sodio para -precipitar

a las beta y gamma globulinas y una solución de sulfato de --- 
amonio- ácido clorhidrico para precipitar a las gamma globuli- 

nas. 
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Basándose en ésto es posible calcular a la albúmina alfa y glo

bulina alfa, beta y gamma, obteniéndose resultados los cuales

corresponden a los obtenidos por electroforesis ( 12). 

5. 17—— PRECIPITACION DE GLOBULINA GAMMA CON SULFATO DE AMONIO

Varios investigadores han usado sulfato de amonio para precipi- 

tar la fracción de globulina gamma, así Wolfson y colaboradores

en 1948( 12) usaron una solución conteniendo 193 g de sulfato

de amonio y 40 g de cloruro de sodio por litro. 

De la Huerga y Popper en 1950 emplearon una pequeña diferencia

en el reactivo conteniendo 189 grs. de sulfato de amonio y 29. 3

g de cloruro de sodio por litro. 

Jager y Nickerson en 1948 usaron solución de sulfato de amonio

al 33% en saturación ajustando el pH al 7. 0 con hidróxido de - 

amonio diluído. 

Pillimer y Hutchinson en 1945 demostraron la precipitación de

las globulinas con el uso de metanol ( 12). 

5. 111.- MÉTODOS DE CUANTIFICACION DE ALBUMINA EN SUERO. - 

Los métodos para la estimación de albúmina en suero se clasifi- 

can en tres tipos: 

1).- Análisis de albúmina por la técnica del biuret, después

de separar las globulinas por precipitación salina. (
método de

Reinhold -Kingsley) 

2).- Medici&n directa de albúmina por medio de su enlace a. colo

rantes como anaranjado de -metilo HABA y verde de bromocresol. 

3).- Análisis de albúmina después de la separación por procedí

mientos electroforéticos ( 16). 

La facilidad de enlazarse la albúmina con colorantes se usa tam

bién en procedimientos de teñido empleados en electroforesis -- 

12) 
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Todas las proteínas y en especial albúmina tienden a reaccionar

con muchas especies químicas por medio de fuerzas electrostáti- 

cas y terciarias de Van Der Walls y en virtud del enlace de hi- 
drógeno; esta propiedad ha sido usada en intentos para idear mé

todos por medio de los cuales pudiera medirse albúmina directa- 

mente sin previa precipitación de globulinas, el enlace no de- 

berá de afectarse por cambios de pH y de fuerza iónica, además

el color enlazado que se obtiene debe de ser diferente del colo

rante libre; con un desplazamiento sustancial en la longitud - 

de onda de la luz , finalmente el enlace del colorante a otras

fracciones proteínicas ( globulinas) debe ser despreciable para

que tenga mayor validéz en la determinación, el color no debe - 

ser interferido por otras substancias presentes tales como bi- 

lirrubina y hemoglobina. 

En ocasiones los valores obtenidos rara vez son altos por ha- 

berse enlazado el colorante a proteínas diferentes de la albú- 

mina. 

El ácido 2, 4, hidroxiazobenceno- benz6ico fui usado por Ronstein, 

Ingenito Reynolds y Martinek ( 1954) y el verde de bromocresol -- 

por Rodkey ( 16). 

En este método la albúmina es cuantificada por un aumento en

absorvancia cuando el suero se agrega a una solución de HABA. 

ácido 2, 41 hidroxiazobenceno- benzóico) amortiguado a pH de 6. 2, 

en lugar de un amortiguador de acetato para eliminar turbidez, 

por aumento de la absorbancia, a 485nm para incrementar la sen- 

sibilidad y en condiciones controladas de temperatura, debido

a la naturaleza termolabil de la interacción HABA - albúmina. 

El ensayo HABA tiene la ventaja de ser especifico para albúminas
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pero a pesar de modificaciones hechas recientemente la sensibi- 

lidad es menor que otros métodos, varios materiales como salici

latos, sulfonamidas, penicilina y bilirrubina conjugada inter- 

fieren en la reacción. La heparina en cantidades normales de

anticoagulante causa turbidez con interferencia en el ensayo. 

Otro inconveniente es que se tiene que usar para el control de

albúmina bovina ( fracción 4) o mercaptoalbúmina humana------, 

hasta que el color sea estabilizado. 

Este procedimiento ha sido automatizado y se ha encunlrado que

está relacionado con la electroforesis en acetado de celulosa

4). 

El uso de reactivos colorantes tales como HABA y anaranjado de

metilo está bien establecido y se dispone de varios procedimien

tos normales y de autoanalizador, sin embargo, hay desacuerdo

en cuanto a la confiabilidad de los métodos con determinación

de enlace a colorantes ( 16). 

El uso de anaranjado de metilo para la determinación directa de

albúminas en suero fué descrita en 1953, la albúmina en suero - 

se agrega a una solución de anaranjado de metilo amortiguado a

un pH de 3. 5 provocando una disminución en la absorbancia a -- 

550 nm lo que dá la medida de la albúmina. 

El método fuá subsecuentemente mejorado por el uso de un suero

blanco y por duplicación del radio iónico del colorante. 

Sin embargo el anaranjado de metilo enlaza sólo a la albúmina

con un mínimo de enlace a globulina gamma, ésto ha sido discu- 

tido por varios autores quienes piensan que las beta lipoproteí

nas así como las globulinas alfa uno y alfa dos son capaces de

enlazarse al anaranjado de metilo. 
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Cuantificaciones por este método han sido descritos pero dan - 

valores ficticios altos de albúmina especialmente a bajas con- 

centraciones ( 4). 

El procedimiento de enlace -colorante con verde de bromocresol

BCG) para la determinación cuantitativa de albúmina en suero

fuá introducido en 1964. 

El suero es diluido con una solución amortiguadora de BCG a pH

de 7. 0 y la disminución en la absorbancia se lee a 615 nm, la

disminución es lineal en concentraciones de albúmina arriba de

5 g/ 10oml y la hemoglobina y bilirrubina no interfieren mucho

a la longitud de onda usada, este método es más sensible que el

da anaranjado de metilo o HABA. En separaciones electroforéti- 

cas de fracciones de proteínas diferentes a la albúmina no en- 

lazan al BCG. Este procedimiento ya ha sido automatizado. 

Estudios en los cuales niveles de albúmina son determinados -- 

con BCG y electroforesis muestran una excelente correlación. 

El procedimiento del verde de bromocresol ( BCG) es más especi- 

fico para la cuantificación de albúmina en suero y 20 veces -- 

más sensible que el método HABA, es menos afectado por lipemia

y altos niveles de hemoglobina y bilirrubina. 

En sueros claros con niveles de proteína normales pero rela- 

ciones anormales en la relación albúmina/ globulina, se encontra

ron niveles idénticos usando el HABA, verde de bromocresol o - 

procedimientos de fraccionamiento salino de Wolfson y Cohn ( 12) 

De los tres métodos de enlace con colorantes que han sido dis- 

cutidos para la cuantificación de albúmina, el verde de bromo - 

cresol parece dar la mejor correlación con electroforesis y -- 

precipitación con ácido tricloroácetico al 20% en etanol. 
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El metabolismo del verde de bromocresol no es afectado por in- 

terferencia de otras substancias como sucede en el procedimien

to de HABA y además no se enlaza a otras proteínas como sucede
3

con el anaranjado de metilo. 

Azul o violeta de bromocresol y ftaléina similar al BCG se han

usado para cuantificar albúmina en suero y orina, observando - 

que salicilatos, bilirrubina y lípidos interfieren con el aná- 

lisis de albúmina en suero. 

Se sabe que la eosina enlaza a las albúminas, pero no puede - 

usaz,se para el enlace de albúmina en suero o plasma ya que - 

los ácidos grasos libres compiten con los sitios de enlace -- 

causando una variación en los resultados. ( 4) 

Otras substancias tales como fenolftaleína, bilirrubina y xyle

no además substancias fluorescentes que se enlazan a las albú- 

minas. 

Ha sido propuesto el uso de la fenolfsulfoftaleína, pero como - 

los niveles de albúmina en suero están por debajo de 1. 5 g/ 100

ml no se aprecia el enlace fácilmente. 

Bajo condiciones experimentales la disminución de absorbancia

de una solución de bilirrubina en xyleno es proporcional a las

concentraciones de albúmina arriba de 4g/ 100m1, en la práctica

los resultados obtenidos son demasiado altos debido al enla

ce de bilirrubina a betalipoproteinas. 

Colorantes fluorescentes tales como 1- anilinonaftalen 8 - áci- 

do sulfónico y vasoflavina se han empleado para enlazar a la al

búmina y no a otras proteínas nativas, dando resultados linea- 

les con respecto a la concentración de albúmina presente. 

Con el ácido 1- anilino naftalen sulfónico la bilirrubina a ni- 

veles de 5 mg por 100 ml o mayores, interfieren por competencia

180



de los sitios de enlace. 

Procedimientos basados con el uso de colorantes fluorescentes

no ha podido probar su utilidad ampliamente. 

Los procedimientos de enlace con colorantes, se han empleado - 

en forma limitada para la determinación de albúmina en orina y

líquido cefaloraquídeo debido a la baja concentración de pro- 

teínas y altos niveles de materiales interferentes. ( 4). 
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5. 7 H. DETERMINACION DE GLOBULINAS TOTALES DE ACUERDO A SU
CONTENIDO EN TRYPTOFANO

El contenido de triptofano de albúmina de suero humano es de

0. 2%, en comparación con 2 a 3% para distintas globulinas del

suero, se ha informado una correlación directa entre globuli- 

nas totales y triptofano en el suero. El aumento de triptofa

no en proteínas de algunos sueros anormales es debida a un au

mento del nivel de globulina, más que a un aumento de incor- 

poración de triptofano en la proteína. 

Es un método propuesto para la determinación de globulinas to

tales del suero son precipitadas con isopropanol y el tripto- 

fano es determinado en el precipitado por la reacción de Tau- 

ber- Firchl. Este método dá una excelente correlación con glo- 

bulinas de suero determinadas por Fraccionamiento Salino y - 

Electroforesis. El procedimiento fué posteriormente modifica- 

do por precipitación de globulinas del suero con ácido tri-- 

cloroacático al 2% en etanol y haciendo un ensayo de precipi- 

tado para triptofano se usó un suero de contenido de albúmina

y globulina, como control y hubo que eliminar las correccion- 

nes para cantidades pequeñas de triptofano en albúmina. 

Este ensayo de globulinas totales de suero ha sido modificado

por Goldenberg y Drewes quienes evaluaron algunas variacio - 

nes en la reacción de Hopkins -Cole para triptófano y propusie

ron un reactivo simple consistente en una mezcla acuosa de -- 

ácido glioxálico, cobre, ácido sulfúrico, y ácido acético, el

cual es agregado al suero después de un corto periodo de ca- 

lentamiento; la mezcla de reacción se enfría y la absorbancia

del color púrpura resultante se mide a 540 a 560 nm. 
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Este reactivo de globulina se mantiene estable por un año o - 

más a temperatura de refrigerador. 

El método dá una buena reproductibilidad de acuerdo a la ley de
Beer ( 4). 

El triptófano así como los aminoaéidos libres no reaccionan

con el reactivo. La bi.lirrubina a concentraciones arriba de 20

mg/ looml o sueros con lipémia moderada causan una disminución - 
del 5% en los niveles de globulina. 

Los resultados obtenidos con este método correlacionan bien con

aquellos a base de fraccionamiento de sulfato y elctroforesis

en papel. 

Glucosa, urea, creatinina y colesterol no interfieren con la - 

reacción. 

Savory y colaboradores, 
automatizaron el procedimiento de Gol- 

denberg y Drewes y obtuvieron valores cercanos con aquéllos ob- 
tenidos por electroforesis pero no con los obtenidos por dife- 

rencia usando el procedimiento HABA para albámina. 
La cantidad

de gamma globulina agregada al suero fué cuantificada y el coe- 

ficiente de variación del procedimiento automatizado fuá cerca

de 4. 5%. 

Se ha propuesto un proceso de triptófano fotométrico para la - 

determinación de globulinas totales en líquido cefaloraquídeo, 

en el cual las globulinas se precipitan con ácido tricloroacé- 

tico al 10% y se hacen reaccionar con ácido glioxálico. 

Alcance del método.- Los métodos de determinación de albámina

en suero, con el empleo de colorantes e indicadores orgánicos

no han sido comparados con procedimientos de referencia acepta- 

dos ( electroforesis) y elmétodo de fraccionamiento salino de

Wolfson y Cohn, nosotros pensamos que es inadmisible el reco- 
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mendar cualquier método de enlace a colorantes en ausencia de

tal comparacÍn. 

La determinación de albúmina y globulinas en suero puede lle— 

varse a cabo por determinación directa de globulinas basada en

el contenido de triptofano y cálculo del contenido de albúmi- 

nas por diferencia, no siendo usuales ni recomendados para la - 

determinación de albúminas y globulinas en LCR y orina. Resul

tados obtenidos con técnicas de fraccionamiento salino y deter

minación química de las fracciones resultantes no están rela— 

cionadas con técnicas electroforéticas o inmunoquímicas ( 4). 
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S. I.S. DETERMINACION DE GLOBULINAS TOTALES EN SUERO

Método de Goldenberg y Drewes ) 

Fundamento.- Las globulinas totales en suero se determinan por

la reacción con ácido glioxálico en medio ácido, produciéndo- 

se un color púrpura el cual es medido fotométricamente. 

Reactivos: 

Reactivo de Globulina,—En un matraz volumétrico de un litro di- 

solver 1. 0 g. de sulfato de cobre pentahidratado en 90 ml de - 

agua. Agregar 400m1 de ácido acético glacial seguido de 1. 0 g. 

de ácido glioxálico monohidratado. Mezclar sin retraso, cuida

dosamente agregar con agitación 60 ml de ácido sulfúrico con- 

centrado. Enfriar a temperatura ambiente. Diluír a la marca

con ácido acético glacial y mezclar. Este reativo es estable

en refrigeración por lo menos un año. 

Patrones.- Existen dos alternativas: 

a).- Un patrón conteniendo 7. 5 grs. de proteína total por 100m1. 

consistente de 4. 5 g de albúmina. humana/ 100 ml y 3. 0 g. de ga - 

mma globulina humana/ 100ml. 

b).- Un patrón sintético de N- acetil- D- L- triptofano equivalen- 

te a 3. 0 g de globulina / 100 ml de suero como se determina -- 

por comparación con un suero de referencia cuyo contenido de - 

globulina sea conocido. 

Procedimiento: Poner en tubos de prueba: 

Reactivo Blanco: 5 ml de reactivo de globulina: para esto 20

microlitros de suero patrón o de patrón sintético se agrega a

5 ml de reactivo de globulina. 

Desconocido: 20 microlitros de suero desconocido ( con pipeta TC) 

más de 5 ml de reactivo de globulina. 
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2.- Mezclar el contenido de todos los tubos y poner en un baño

de agua durante 5 minutos. 

Enfriar los tubos: enfriar con agua por tres minutos y mezclar

4) 
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S 6 IDENTIFICACION DE CRIOGLOBUTINAS. ( Stefanini y Dameshek

1955) 

Las crioglobulinas son proteínas que se separan de la solución o

provocan la gelificación del suero o del plasma al bajar la tem

peratura del cuerpo y desaparecen al subir ésta a 370C. 

En ocasiones, se presentan a temperatura ambiente, 
pero suele

ser necesario refrigerarlas para hacerlas visibles. 

Técnica.- Recoger sangre en ayunas y poner el tubo enseguida en

agua a 370C, si no se añade anticoagulante déjese el coágulo - 

una hora en reposo. 

Separar el suero o Dlasma ( oxalato, citrato o heparina) a 3, 000

r. p. m. durante diez minutos, llevar alícuotas de 2 ml a cada -- 

uno de los dos tubos de ensayo. 

Incubar uno a 400C y el otro a 370C, durante 4 horas. 

Las crioglobulinas no producen cambio alguno a 370C, en el sue- 

ro ni en el plasma. 

En el tubo de ensayo refrigerado se aprecian dos variaciones. 

1).- El plasma o el suero aparecen totalmente coagulados. 

2).- El plasma o el suero se hallan divididos en dos capas, la

de encima con el plasma o suero normal, 
levemente teñido de bi- 

lirrubina y la de abajo representada por crioglobulinas que se
ha depositado en el fondo del tubo.. 

El aspecto del tubo refrigerado que contiene crioglobulina se

normaliza volviendo a calentar a 370C. ( 17). 

5.' 11.- VALORACION DE MUCOPROTEINA ( SEROMUCOIDE), en suero( 17). 

La mucoproteína es una proteína del suero que contiene alrede- 

dor de 20% de hidratos de carbono y constituye del 1 al 2% de

las proteínas totales del suero. 
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Por electroforesis, se mueve romo la globulina alfa uno. 

Quedan en solución cuando se precipita con ácidos perclórico, 

tricloroácetico o sulfosalisílico, pero la precipita el ácido

fosfotúngstico. 

Este precipitado se puede disolver de nuevo y se valora la mu- 

coproteína con reactivos de carbohidratos o de proteínas. 

Técnica.- Añadir 0. 5ml de suero, 4. 5 ml. de cloruro sódico al

0. 85% agitar suavemente. 

Agregar a gotas 2. 5 ml. de ácido perclórico 1. 8M durante la agi

tación, dejar en reposo 5 minutos justos. 

Filtrar por papel Whatman No. 5 cubriendo el embudo con un vi- 

drio de reloj para retardar la evaporación, puede ser necesa- 

rio repetir la filtración varias veces por el mismo papel, has

ta que el líquido salga claro. 

Añadir a 5 ml de filtrado 1 ml de ácido fosfotúngstico y agitar

despacio. 

Dejar en reposo diez minutos. 

Centrifugar durante diez minutos a 2, 000 revoluciones, desechar

el líquido sobrenadante, dejar escurrir el tubo sobre papel fil

tro. 

Lavar el precipitado con 10 ml de ácido perclórico 0. 6% mez- 

clando con una varilla de vidrio, tubo agitador o mezclador -- 

Vortex. 

Centrifugar, desechar el líquido y escurrir. 

Añadir 6. 5 ml de reactivo alcalino de cobre, agitar hasta que

el precipitado se disuelva, poner en otros dos tubos 0. 2 ml de

tirosina como patrón y 0. 2 ml de agua como blanco respectivamen

te, añadir en cada uno 6. 5 ml de reactivo alcalino de cobre. 
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Agregar 1 ml de reactivo de fenol a cada tubo y mezclar ensegui- 

da agitando vigorosamente. 

Mantener los tubos una hora en un sitio obscuro, leer con fil- 

tro rojo número 66 a 700- 705 nm. 

Cálculos: 

Lectura de incógnita -Lectura del blanco x 0. 026 x 7. 5 x 100
5 0. 5 - 

Lectura del patrón -Lectura del blanco

Lectura de incógnita ( neta) 

x 7. 8= Mgs de Tirosina/ 100 ml de suero

Lectura del patrón ( neta) (
17) 
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5. 17-.- DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL MÉTODO DE FOLIN LOWRY

En 1912 Folin y Denis encontraron que el ácido fosfotúngstico- 

molíbdico dá coloración azul con varias substancias conteniendo

un grupo fenólico, en 1922 Wu utilizó esta reacción para la de- 

terminación colorimátrica de proteínas del plasma, más tarde - 

Wu y Ling extendieron el método a orina y líquido cefaloraquí- 

deo. I. a dificultad de la aparición de turbidez fue después re

suelta por el uso del reactivo de Folin- Ciocolteau, el cual con

tenía sales de litio en lugar de sales de sodio, sin embargo, 

puede desarrollarse alguna turbidez aún con este reactivo. 

Johnston y Gibson desarrollaron la técnica dentro del método de

tirosina el cual dá resultados comparables al método de Kjél--- 

dahl, pero es más complicado y el tiempo requerido mayor que - 

en otros procedimientos para la determinación de proteínas en

líquido cefaloraquídeo. 

El tratamiento previo de la proteína con una solución alcalina
w

de cobre se encontró que aumetaba la sensibilidad de la reac- 

ción de fenol de 3 al 5%, el color producido entonces resulta

de la reducción de los ácidos fosfotúngtico y fosfomolíbdico a

molibdeno azul y tungsteno azul por el complejo de cobre- pro-- 

teína y por el triptofano y tirosina de la proteína. 

Cerca del 75% del color depende de la presencia del cobre, es-- 

te procedimiento fué usado para determinar proteínas en líquido

cefaloraquídeo con 0.2 ml de muestra. 

Las principales fuentes de error cuando se determina proteína

en LCR por este método son substancias no proteínicas presentes

que equivalen a cerca de 6 3 mg de proteína por 100 ml de LCR y

substancias tales como salicilatos, clorpromacina, tetracicli-- 
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nas y varias sulfas, 
causando variaciones en la sensibilidad - 

del método ( 4). 
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5. 18. •- DETERMINACION DE PROTEINAS POR MEDICION DEL PESO ESPE- 
CIFICO. 

Por este método se vierten goza a gota porciones alicuotas de

suero en una serie de soluciones de sulfato de cobre cuidado- 

samente preparadas y de peso específico exactamente conocido, 

las gotas ascenderán en soluciones de sulfato de cobre de den- 

sidad mayor que las del suero y bajarán .rápidamente al fondo - 

de probetas conteniendo soluciones de menor densidad que la -- 

del suero, finalmente se hallará una solución de sulfato de co

bre en la cual la gota queda en suspensión durante casi un mi- 

nuto antes de caer al fondo. 

En muchos manuales de laboratorio se encuentran nomogramas y - 

tablas, preparados por D. Van Slyke, que relacionan el peso - 

específico de las soluciones de sulfato de cobre con las con- 

centraciones de proteínas, los controles de peso específico de

sulfato de cobre son difíciles de mantener. 

Los resultados son bastante burdos y están sujetos a grandes

errores en caso de sueros lipémicos y de sueros da pacientes

con niveles de azúcar y urea anormalmente altos y con relación

A/ 6 anormales. Se puede usar también el método para estimar - 

el total de proteínas en sangre

S, Jq - DETERMINACION DEL TOTAL DE PROTEINAS POR MEDIO DEL -- 

REACTIVO DE FOLIN CIOCOLTEAU

Fundamento.- Soluciones de varios tipos de fenoles se compor- 

tan como agentes reductores débiles y pueden ser oxidados a - 

compuestos del tipo quinona por muchos agentes oxidantes. 

Un reactivo de ácido fosfowolframolibdico complejo llamado - 

reactivo de fenol ideado por Folin y Ciocolteau oxida compues- 

tos fenólicos en condiciones alcalinas reduciendo su color ¡
ni
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cial amarillo oro a un azul intenso. Este reactivo se usa para

medir compuestos fenólicos y para determinar tirosina, aminoáci

do que contiene una cadena lateral fenólica. Dado que todas - 

las proteínas contienen tirosina esta reacción ha sido usada - 

para determinar cuantitativamente proteínas en plasma, suero y

liquido cefaloraquídeo. 

Los métodos en que se emplea el reactivo de fenol presentan la

ventaja de ser 5 a 10 veces más sensibles que los procedimien- 

tos del biuret, y pueden usarse cuando en la porción alícuota

que se dispone sólo hay presente de 0. 30 a 1. 5 mg de proteína. 

Son muy adecuados para la determinación de proteínas en mues— 

tras que contienen una sola proteína de contenido de tirosina

conocido y constante. 

Una de las aplicaciones útiles de este método es en la determi- 

nación del fibrinógeno en plasma, después de aislar la proteí- 

na como un coágulo de fibrina. 

En una modificación de la técnica, introducida por Lowry y sus

colaboradores se usa el reactivo para determinar cantidades muy

pequeñas de proteínas. 

A la solución de proteína se agrega ión cúprico en tartrato dé

bilmente alcalino, el complejo de tipo biuret entre el cobre y

la proteína se trata a continuación con el reactivo de fenol -- 

diluido, el complejo de biuret y las cadenas laterales aromáti

cas de las proteínas se tratan a continuación con el reactivo

de fenol diluído; las dos reacciones juntas poseen mayor sensi- 

bilidad ( 16). 
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DETERMINACION DE PROTEINAS POR MEDIDA DEL INDICE DE
REFRACCION. 

Este método es rápido, directo y sirve bien para sueros claros, 

materiales tales como glucosa, bilirrubina, colesterol y trigli

cétidos presentes en cantidades anormales pueden producir re- 

sultados erróneos ya que el contenido de nitrógeno no proteíni- 

co de suero o plasma es constante y se ha observado que sólo -- 

una pequeña fracción contribuye a la. refracción. 

La diferencia entre la refracción de igual peso de lipoproteí-__ 

na y albúmina es mucho menor que la diferencia entre el conte- 

nido de nitrógeno. 

Sin embargo determinación de proteínas totales de suero lipámi

co es mayor por refractometría, que por el método de Kjeldahl o

Biuret ( 4). 

The American Optical Corporation ideó un refractómetro manual - 

para determinación de proteínas del suero, previamente se de- 

termina el contenido de proteínas dentro de 0. 1 g/ 100 ml con

una gota de muestra. 

Los valores normales e interpretación de los niveles de proteí

na's pueden discutirse más adelante cuando hablemos de las frac- 

ciones de proteína junto con albúmina y globulinas. ( 1). 

Fundamento.- El índice de refracción del agua a 200C es 1, 330, 

si se agrega al agua un soluto, aumentará el índice de re- 

fracción, este incremento es directamente proporcional a la con

centración en un intervalo doble o triple en soluciones más con

centradas ( 5 a 20% p/ v). 

Esta proporcionalidad es válida para mezclas de solutos si sus

índices de refracción son de magnitud similar, de esta manera, 

se pueden medir cantidades de proteínas de orina y suero, estas
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mediciones son útiles pero no siempre exactas, para sueros claros, 

no pigmentados y no turbios y cuando no se requiere de una gran

exactitud es un método rápido y directo para la medición de pro- 

teinas. ( 16). 
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5. 21._ DETERMINACION DE PROTINAS POR MEDICION CON LUZ ULTRAVIO

LETA. 

El hecho de que tirosina, fenil alanina presentes en las protei

nas absorban en el límite de 270 a 290 nm ha sido usado para de

terminación de concentración de proteínas en solución, 
además - 

en la cuantificación del total de proteína en suero y LCR, no - 

pueden obtenerse con este método resultados válidos ya que ocu- 

rren variaciones significantes en el contenido de tirosina y -- 

tripttfano junto con varias fracciones de proteína del suero y

especialmente con albúminas y globulinas como corresponde a la

variación entre las fracciones correspondientes a partir de -- 

sueros diferentes. 

Muchos sueros también contienen materiales inteferentes no pro- 

teinicos como ácido ¡! rico, bilirrubina, tirosina libre y triptb

fano el cual invalida el uso de este procedimiento. 
El enlace

de péptido absorbe a una longitud de onda de 200 a 225 nm. ( 4). 

Las soluciones de proteínas en general muestran fuertes bandas

de absorción ultravioleta a 279 y de 210- 215 nm, el pico de ab- 

sorción a 80 nm es debido a anillos aromáticos de tirosina y - 

tript6fano y el pico a 215 nm al enlace de péptido. 
Para la

determinación se usa una dilución 1: 100 de suero las lecturas

de 280 nm y una dilución de 1; 1, 000 para mediciones a 215 nm, 

la absorbancia de otros solutos a esta longitud de onda es des- 

preciable debido a la dilución de la muestra. Si se establece

el procedimiento frente a suero normal, es posible derivar va- 

lores exactos de proteínas en sueros normales con el uso de -- 

muestras de 5 a 10 microlitros a causa de las variaciones en - 

la concentración de tirosina sérica, sin embargo el método es
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menos exacto cuando se usa con sueros que contienen proteínas - 
c `11

anormales o cuando la relación es A/ G anormal. Para medición

de proteínas en el líqudo 21falo- raquídeo se ha propuesto un

método en que se efectúan lecturas de absorbancia a 215nm, debe

mencionarse que a medición precisa de absorbancia en el inter- 

valo bajo de luz U. V. presenta problemas técnicos para aplicar

se en análisis de rutina ( 12). 
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S. U.- METODOS DE DETERMINACION DE PROTEINAS EN LIQUIDO CÉFALO

RAQUIDEO. 

Existen tres principales problemas en la determinación del con- 

tenido de proteínas en el líquido cefaloraquídeo. 

a).- La concentranción de proteínas es baja (
normalmente de 15- 

45 mg de proteína por 100 ml). 

b).- La concentración de substancias no proteínicas que inter- 

fieren es significativa para la determinación de proteínas. 

c).- La concentración de iones inorgánicos es alta. 

La mayoría de los métodos de determinación de proteínas en sue- 

ro y plasma han sido aplicados a líquido
cefaloraquídeo pero

no han sido todos probados satisfactoriamente. 

El método de digestión Kjeldahl es frecuentemente usado como - 

un proceso de referencia pero existe el problema de obtención

de un volúmen apropiado de muestra ( 10 a 15 ml) y en la correc

ción de la gran cantidad no proporcional de nitrógeno no proteí

nico presente. 

La reacción del biuret ha sido usada también, pero los resulta

dos obtenidos generalmente son altos en comparación con otros

procesos, la discrepancia es debida al resultado por interferen

cias con proteosas, peptonas y polipéptidos presentes en altas

concentraciones. 

Cuando un reactivo de biuret es usado la solución final debe -- 

centrifugarse antes de medir el color, para quitar el precipita

do de hidróxido de calcio y magnesio que se forma. 

La precipitación puede prevenirse con el uso de una sal disódi- 

ca de EDTA ( ácido etilendiaminotetracético) leyendo el color de

la reacción a 3330nm para incrementar la sensibilidad. 

191



Se ha descrito un procedimiento de reacción del biuret, con el

que se obtienen sólo resultados comparables a los obtenidos con

el método micro- Kejldahl y los nefel.ométricos. 

En este procedimiento la proteína del liquido cefaloraquídeo

se precipita con ácido tricoloroacético, la reacción del biuret

se forma en el precipitado de proteína y el color resultante es

leído a 300nm. 

En medidas espectroscópicas directas de proteína a 220 a 280 nm, 

son posibles las interferencias con ácido ascórbico, triptófano, 

nucleósidos, péptidos y proteosas resultando frecuentemente reac

ciones falsas y datos elevados. 

Antes de usar los métodos directos de espectroscopia, es recomen

dado que se purifiquen las proteínas en LCR por filtración en -- 

gel. 

En 1914 Folin y Denis introdujeron la determinación nefelométri

ca de proteínas en orina con ácido sulfosalisílico, subsecuente

mente esta técnica fué usada en la determinación de proteínas - 

en líquido cefaloraquídeo ( 4). 

Las dos técnicas más satifactorias son los métodos nefelomitri- 

cos y los colorimátricos de Folin -Lowry ( 4). 

La dificultad principal en los métodos nefelométricos es la se- 

lección del reactivo de precipitación ideal este reactivo habrá

de reaccionar de modo similar con albúminas y globulinas y ha- 

brá de producir el mismo grado de turbidez con cantidades igua- 

les de diversas formas proteínicas. . 

La turbidez deberá ser estable durante tiempo suficiente, 
repro

ducirse de un día a otro y de una muestra a otra. 

Hasta la fecha no se ha encontrado un reactivo de precipitación. 
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ideal, la mayoría de ellos producen más turbidez con albúminas

ácido sulfosalisílico) que con globulinas ( ácido tricoloroacé

tico). 

La cantidad de turbidez y la forma de las partículas floculadas

dependen de las temperaturas de la manera de mezclar la mue s- 

tra con el reactivo ( 16). 

Varios autores han usado albúmina bovina recristalizada como un

patrón del método nefelométrico de ATC. 

En vista de las diferencias en turbidez de las fracdiones de - 

proteínas, diferentes autores recomiendan como referencia el

uso de suero humano diluído. 

Se ha reportado que la turbidez varia directamente con la tempe

ratura, la variación está alrededor del 5% sobre el valor nor- 

mal a temperatura ambiente ( 20- 250C) cuando se usa ácido tri- 

cloroacético. 

Los ácido tricloráctico y sulfosalisílico• producen resultados - 

razonablemente aceptables para el empleo del reactvio del biu- 

ret y los procesos de Kjeldahl con previa precipitación de -- 

proteína incluso cuando se trata de estudiar el líquido cefalo- 

raquídeo. 

Se han obtenido mejores resultado con ATC que con ácido sulfo- 

salisílico ( 16). 

5. 13.- REACCIONES CUALITATIVAS DE PROTEINAS EN LIQUIDO CEFALORA
UIQDEO

5•231Reacciones de Nonne Appelt y Ross Jones. - 

E1 reactivo es una solución saturada de sulfato amónico en agua, 

en la reacción de Nonne Appelt se mezclan volúmenes iguales -- 

0. 5 ml de cada uno) de líquido cefaloraquideo y sulfato de -- 
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amonio en un tubo de ensayo pequeño, después de tres minutos, se

examina si hay opalescencia o turbidez con la reacción de Pandy. 

En la variante introducida en la reacción de Ross Jones se -- 

vierte con cuidado el líquido cefaloraquídeo, de modo que forme

una capa sobre la solución de sulfato amónico y se observa la - 

intercara entre las dos soluciones para ver si se forma un ani- 

llo de fino precipitado. Con la reacción de Pandy se obtienen

resultados más sensibles que con la de sulfato de amonio. 

7. 23..2 Reacción de Pandy.- El reactivo consiste en una solución satura

da de fenol puro en agua de color blanco rosado, en aproximada- 

mente 10 g de fenol ( exenta de toda coloración negro parduzca), 

se suspenden en 100 ml de agua y la mezcla se calienta suave- 

mente a 500C - 600C, el reactivo se transfiere a un frasco in— 

vertido

n- 

vertido y se deja sedimentar a temperatura ambiente a ( 250C) 

durante 48 a 72 horas antes de usarlo. El reactivo ha de ser - 

claro incloro y turbio se guarda a temperatura ambiente en un

frasco ambar lejos de luz directa o de corriente de aire ( 16). 

201



C A P I T U L O V I

6. COMUNICACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

El nivel del total de proteínas del suero en jóvenes y adultos

de edad mediana sanos es de 6. 0 a 8. 2 ml. en el plasma la pre- 

sencia del fibrinógeno aumenta este valor en 0. 2 a 0. 4 gr/ 100ml, 

variaciones de 0. 5 gr/ 100m1 reflejan cambios entre el liquido - 

vascular y no vascular en el curso de actividad diurna. 

La cantidad de albúmina puede variar de 3. 8 a 4. 7 g/ 100 ml y

el totalade globulinas de 2. 3 a 3. 5 g/ 10Oml, el intervalo para

la razón albúmina globulina es de 1. 1 a 1. 8 con un promedio de

1. 5. 

Las mucoproteinas constituyen alrededor del 1 al 2% del total

de todas las proteínas del suero, el intervalo más aceptado es

de 75 a 135 mgs/ 100 ml ( valor medio de 120 mgs) por cada 100 - 

ml, incluyéndose el orosomucoide y varios componentes menos, de- 

finidos, más una porción de las glicoproteinas la determinación

de mucoproteinas tiene escaso valor como diagnóstico clínico, 

los valores pueden variar de 100 a 400 mgs/ 100 ml y en infec- 

ciones agudas de 120 a 450 mgs/ 100 ml. 

Las macroglobulinas representan del 4 al 5% de las proteínas to

tales del suero con un peso molecular de 1, 000, 000. 

El nivel normal es de aproximadamente 0. 2 gr/ 10Om1. con una va- 

riación de 0. 07 a 0. 43 ( 12). 
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C A P I T U L O V I I

7. INTERPRETACION DE RESULTADOS DESDE EL PUNTO DE VISTA FISIO- 

LOGICO Y PATOLOGICO

Las proteínas forman la mayor parte de los solutos contenidos

en el plasma, las cuales están constituidas por una mezcla com

pleja de polipétidos, algunas de ellas contienen una fracción

carbohidrato ( glico y mucoproteinas) o una fracción lípido -- 

lipproteinas) o están unidas a un metal ( transferrina); otras

tales como la protrombina y fibrinógeno están contenidas en el

fluido sanguíneo y algunos grupos constituyen los anticuerpos

circulantes. 

La albúmina, fibrinógeno y muchas de las alfa y beta globuli- 

nas son sintetizadas en el hígado, otros en el tejido linfoideo

y en las células del plasma del sistema retículo endotelial. 

Las proteínas del plasma y especialmente la albúmina juegan un

importante papel en el balance osmótico entre la sangre y los

tejidos, el edema proviene de una posible disminución de la - 

concentración de proteínas en el plasma. 

Se han encontrado alteraciones en el patrón normal de las frac

ciones globulínicas del suero como es indicado por electrofore

sis. Se ha encontrado en cantidad de condiciones patológicas

niveles de albúmina alterados éstos se encuentran disminuidos

en desnutrición, en estado de pérdida de proteínas como en la

nefrosis, enteropatia exudativa, también cuando hay pérdida de

habilidad de síntesis de proteínas en el hígado como sucede en

la cirrosis hepática. 

Aumentos de lipo y mucoproteinas de las alfa globulinas pueden

estar relacionadas con aumento de niveles de lípidos en suero - 
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como en el caso de hipercolesterolemia. 

Los niveles de gamma globulinas pueden estar disminuídos en ne- 

frosis y en ciertas condiciones donde hay dificultAee de sínte- 

sis en cantidades adecuadas de proteínas, sin embargo, los ni- 

veles de globulina gamma varían con la edad por lo que los re- 

sultados deben ser interpretados con cuidado ( 13)' 

7. 1 VALORES NORMALES E INTERPRETACION PARA PROTEINA TOTAL, ALBU

MINA Y GLOBULINA

El rango normal de proteína total es de 6 a 8 grs/ 100m1 siendo

el radio albúmina/ globulina usualmente de 1. 5: 1 y 2. 5: 1 ( 1). 

El suero de un adulto sano contiene aproximadamente 3. 8 a 4. 7

g de albúmina por 100 ml en promedio alrededor de 4. 3 g/ 100m1. 
Los valores del total de globulinas varían entre 2. 3 a 3. 5 g

con un promedio de 3. 0 g/ 100m1 en hombres y mujeres. 

Una ligera variación .diurna en el total de proteínas es obser- 

vado aproximadamente entre 0. 5 g/ 100 ml afectando por igual a

todas las fracciones, de lo que resulta que la razón albúmina/ 

globulina sea bastante constante en cada individuo. En niños - 

recién nacidos la albúmina y la globulina son en promedio de -- 

3. 5 a 2. 0 g respectivamente por 10Oml. 

Estos niveles aumentan con lentitud hasta aproximadamente el - 

tercer año de vida, en que alcanzan los valores normales en el

adulto para cada fracción. 

Aunque en la deshidratación los valores del total de proteínas

en suero podrían estar por encima de lo normal y en excesiva - 

pérdida de agua por debajo del normal, la razón de albúminas - 

a globulinas podrían no cambiar prácticamente siempre y cuando

ocurra hipoalbuminemia; puesto que ésto refleja de ordinario me
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noscabo en la síntesis de albúmina en el hígado o pérdida súbi- 

ta o crónica de la albúmina por eliminación en la orina. 

En la mayoría de las infecciones agudas o crónicas la canti- 

dad de albúmina disminuye moderadamente ( 3. 2 a 4. 2grs/ 100m1) lo

que refleja aumento en la descomposición ( catabolismo) como re- 

sultado de infección y fiebre concomitante. Las globulinas sue

len aumentar algo en especial las globulinas gamma, lo que re- 

fleja síntesis de anticuerpos contra, el agente infectante, en - 

infecciones crónicas los valores de globulinas son más altos en

especial los de la variedad gamma. 

En condiciones como lupus eritematoso, sarcoidiosis y mieloma

múltiple se encuentran con mucha frecuencia grandes aumentos

de 2 a 5 grs/ 100 ml) en las globulinas gamma y en ocasiones en

las globulinas beta. 

En cirrosis de Laennec en la que hay disminución en el tejido

hepático funcional, la albúmina puede bajar hasta niveles del

orden de 2. 4 grs/ 100m1 o menos y el total de globulinas sube, 

a menudo a 3. 5 o 4. 0 grs o más. 

La razón a/ G desciende del valor normal de 1. 4 a valores tales

como 0. 7 a 1. 0 siempre y cuando las globulinas estén presentes

en concentraciones mayores que las de albúmina y se dice enton

ces que ha ocurrido una inversión en la razón A/ G. 

Esta razón aunque un tiempo fué tomada como parámetro de enfer

medad, no es muy significativa. Es más importante y fácil de- 

finir el cambio absoluto en los niveles de albúmina y globulina

respectivamente, que tener en cuenta la razón entre ellos. La

relación podría invertirse a causa de ser alto el nivel de glo

bulina aunque el de albúmina fuera normal ( 12) 
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En enfermedad renal acompañada de proteinura ocurre un descenso

de la albúmina en suero como resultado de pérdidas urinarias. 

En el caso de nefrosis lipoide y otros tipos del síndrome ne

frótico la albúmina puede bajar a un nivel de 0. 9 g/ 100ml y

con frecuencia estando en el intervalo de 1. 5 a 2. 0 grs/ 100 ml, 

porque hay pérdidas urinarias de albúmina del orden de 10 a 30

grs por día, es característica del síndrome nefrótico la eleva- 

ción en las globulinas alfa dos en suero, acompañada de hipoal

buminemia. 

El valor bajo de albúmina en suero es una de las causas impor- 

tantes de formación de edema lo cual puede observarse en el -- 

síndrome nefrótico, en inanición, en mala absorción y 16gica- 

mente en cirrosis, en cuyo caso la pérdida de albúmina puede - 

deberse a la formación del líquido ascístico ( 16) 

La agammaglobulinemia es una condición relativamente rara, de- 

bida con frecuencia a un defecto en el metabolismo, en el cual

las gamma globulinas están muy bajas o ausentes las otras frac

ciones del suero están relativamente normales. 

Anticonceptivos orales conteniendo combinaciones de estrógenos

progesterona son causa significante de disminuciones en la can- 

tidad de albúmina y a un contenido menor en el valor de proteí- 

na total ( 1). 

La concentración de mucoproteína en suero puede ser mayor o -- 

menor que lo normal, un aumento se atribuye a liberación de mii

coproteínas por histiocitos como respuesta inmediata a enferme

dades infecciosas o proliferativas, pero no parece estar muy - 

justificada prefiriendo la valoración de proteínas a un proce- 

dimiento tan fácil como el de velocidad de sedimentación de he
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maties para seguir el curso de tales trastornos. 

Puede haber disminución en casos de insuficiencia adrenocorti- 

dal o hepática, es subnormal en ictericia médica y elevada en

la quirúrgica según informes constituye uno de los mejores en- 

sayos para la distinción entre las alteraciones hepatocelular

y obstructiva del padecimiento ( 17). 



7. 2.- CAMBIOS DE LAS DIVERSAS FRACCIONES GLOBULINICAS EN DIFE- 

RENTES ENFERMEDADES

La electroforesis y técnicas de fraccionamiento salino detalla- 

do han revelado un número interesante de variaciones en las --- 

fracciones globulínicas en ciertos padecimientos, ejemplos de - 

patrones electroforéticos proporcionan referencias importantes

a estudios de algunos padecimientos en particular. 

En nefrosis existe una disminución de albúmina con aumento mar- 

cado de la globulina alfa dos y una disminución de la globuli- 

na gamma, la globulina beta puede estar aumentada. En casos de

enfermedades crónicas del hígado existe comunmente un incremen

to en globulinas gamma con una disminución marcada de beta- glo

bulinas. 

En hepatitis infectiva hay un incremento en globulinas gamma, 

usualmente sólo en pequeña cantidad con disminución en globu- 

linas alfa uno y alfa dos. 

Una tendencia a un pequeño aumento de globulina alfa dos ha -- 

sido reportada en diabetes, otros investigadores también han - 

encontrado aumentos de globulinas beta. 

En artritis reumatoide existe con frecuencia disminución pe- 

queña o moderada de gamma globulinas con un aumento pequeño en

la fracción dos, aumentos similares en las fracciones gamma y

gamma dos han sido observadas en lupus eritematoso diseminado

y sarcoidiosis de Boeck's mostrando incrementos en la fracción

alfa dos, beta y gamma, este puede ser más marcado en la frac- 

ción gamma y puede ser menor en la alfa dos. 

Un aumento pequeño o moderado en las fracciones alfa 1 y alfa

dos de globulina se observa en ciertos casos de cáncer, se ha - 



observado disminución en la concentración de las globulinas gam

ma en leucemia linfocitica en contraste con un aumento en leuce
mias megalogénicas y monocíticas y la albúmina tiende a caer -- 

en todos los casos. 

Varios patrones elctroforéticos son obtenidos en mieloma múlti- 

ple, la característica más comunmente encontrada es la presen- 

cia de una banda de proteína anormal la cual ha sido llamada -- 

Proteína M ( Sundermann 1957). 

Esta aparece como una banda intensa y ancha más comunmente halla

da en globulinas gamma, con disminución en la frecuencia entre

las globulinas beta y gamma y muy raramente entre beta y alfa

dos. Existe también disociación entre la fracción de proteína

M en el suero y la proteína de Bence Jones en orina. Sólo oca- 

sionalmente son observadas ambas en el mismo paciente, 
ordina- 

riamente en pruebas de orina cualitativas. 

Sin embargo, la proteína de Bence- Jones, puede ser encontrada - 

en una alta proporción en orinas. de pacientes con paraproteine- 

mias, si la electroforesis se lleva a cabo con suficiente orina

concentrada. 

En algunos casos de mieloma donde existe proteína de Bence- Jo- 

nes en la orina, el patrón de globulina del suero es normal, 
ex

cepto por la tendencia a que existe una disminución de globuli- 

nas gamma y beta, con las beta y muy raramente entre las globuli

nas beta y alfa dos. 

Una banda similar intensa se ha observado en macroglobulinemia

y ocasionalmente en la región de
globulinas gamma. En estas -- 

condiciones las globulinas gamma normales están reducidas en -- 

cantidad (
hipogamaglobulinemias secundarias) 

Fracciones anormales de globulinas pueden estar presentes en - 
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algunos casos en condiciones de agamaglobulinemia la cual puede

ser congénita o adquirida, 
existiendo inhabilidad para producir

anticuerpos siendo la banda observada mayor que la de globulina

gamma observada en electroforesis y pudiendo estar inalteradas

otras fracciones globulinicas ( 12). 
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