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lNTRODllCCION • 

L,'I ln<':tlli:rac16n de 1011 tintíc::11erp1n1 en el tauero humano ha eldo dl

íl'c1\ ¡.i.n· i:arecftr de hui t6cnka1J a.propiuliu, yll que no eran auflclenQ 

teml!'t1~e ur;!iiblr.D l')..H'll poder detf'rmlmnloo: per<, últinumente con el 

d1HHHr<•ll<l de tt'!cnlca!! inmunoqu(míc1u "1:\S e~peci'Hcaa ae puede ha. 

cer el l!'ntudio de ios ¡rnl\cuerpo& circuhrnteu a peuar de que oe cncue~ 

tren en mu.,. l"-'><p.r.efin cantldnc!. 

La cai.p.acldacl de .renricuerpo <11 caracterratica de moléculas como 

lau lnmunq.thlbin.u, Zyogtobulin.iu (l ); el término ''inmunoglobulinas" 

y el 11Cmbolo "lg" 11~ han 1rngericlll p~ia df!nignar a las molécullu con 

l'l llta propled¡i¡d; en e 1 1n11n·o normal 11('1 hui !ll'IP,~ u.do hui inmunoglobu -

lina 11 l¡¡G, IRM. IuA e 11{ D MÍn cuando t~mhi~n U! incluyen 11111 prote(

""" del rn1Ploma, la pr•)!f'Íl'U\ df' n..,nce -Jonf'!I y 1011 component<P.11 Ull'I • 

nario!.I normatl)11 q11" no llen!'r. C'llp&c1tlad de antict11.upo. 

La nonwndntu rn illll hu 1 mn11n<>¡~ lo hui i na n fue arntableclda pur ol 

Cornlt~ rll'I IA Orfll\hiud6n Mundial ·dt1 la Salud (Z~ Comónmente H 

ldentHlcan trea claus de inmunoglobulinao humanas: lgG(rG), 
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IRA(! A) P i¡zM(r M} pr.r1.• rl!'citoril'-'m"ntf' llf' de11cubrl6 unn cuarta cltue 

lgA{J D) la <p11• u• i<ll"nl\fin~ v dll!algn6 dn acuerdo con ~l 11lalema de -

n<mu~nr.lalura 1111Hr.adn ¡)Jlf!ll hu anlt'rlorea; e1tta11 cuatro claaea pue-

!leo. 

Las molécul111.1 d0 lgG pa-

111\11 a 1 r11vt<a dr la placenta para provet>r nl reci~n n~cido de loe a.n-

ticueJrpo11 dt!' la madre durante Ion primerm1 rne11e11 mientras elabo-

dentemente cuA.lro s.ubdauea f .. , 1c' • 1 .. y faJ (3-9). 

La IgA conutituye cerca del 21% del total de las inmunoglobuli-

na.11 del sue r.:l normal humnno. En la lgA se han detectado anticue!:. 

pos cont ro. la inoulina en la di abe tes melli tuo ( 1 O). contra la tirogl2_ 

buHna en la ti roiditio e r6nicn (l 1) ~· contr:i. otros anti'genos aún cua!!_ 

do contra loi; dcHI 1ílt'.mos rnencionai:b s tambi~n se encontraron en -

lA l¡¡G y frl."cu~ntnml"nte en In. IgM. 

LB l¡;¡M com¡>r@nt!P f'l 7"-~, aprnximndamente del total de las lnm2_ 

lltlJlloh11Hnal'l dt11I l!11Pr•1 norrn1.! humano. (i4'1neralmentfl Ion antleuer• 

La l¡¡D !u~ df'ucubl~rta r.icl1rntflmente (Z, 4-S, IZ-13), sus nlvc-

les en auero varCan ampliamente pero su promedio ea de aproximad!. 
• 2 -



mente O. Z~ deJ total de lu lnmuno11lobulhm11 del euero riorma.l huma-

no. 

l..1u mol,('uln.11 de lnmunoglobu!ln.a ut4n coMtltu(daa por una pr2_ 

terna y p-or un carbohidrato; la po11icl6n f.'xacta y la función del pollaa

c' rido 1ufo ~10 h.\n 11ido de te rm ! n.ad1u. 

Edeilnuln (14 -15), Porter {16-18) y mue colaboradoru identifica

ron doe tlpoe de caden.u de pollp~ptido11: la cadena ligera (peoo mole 

cuhn· c~rce1no " ZZ 000 y ht cll>denA pciondn (peoo molecula?- cercano -

a SS 000): d111 1Jilta:a doia lipu11 de c.e.d01o.¡,H1 lJEl han cmcontrado cuatro en 

cada mol6cula de inmunoglobulhm, do0 Hgertw y dos pesadas (16) -

lae cu1dt2s iaabtn unid!\& pot· llget.lu!l"tUI disul!uro y por ligaduras no -

covalentu. H.uf.a Is fecha no 111e h,;i. podido determinar la poaici6n -

exacta r.1~ 10 cadenn de polip.1ptidoa de una mol~cula en reln.ci6n a la 

otra moHk:ula de inmunoglobulina. 

~ secuencia vn.riable V determina la eapeclHcidad del anticue!. 

po: y la aecuencla ..:onstante C determina ta característica de eape 0 

ele, la chue do inmunoglobulina as( como el polimorfismo dentro de 

las chuoa (19-Zl). La observaci6n de que las cadenas ligeras y lae 

pesadas tienen una aecuencia variable proporciona una gran ayuda en 

vleta de que arnbatJ contribuyen a la especificidad (15) aU.Dque podrían 

espera roe eltuacionert en lae que ya sea las cadenas ligeras (ZZ-23), -

la11 pedadas (Z•l) 6 ambae (ZS) mostraran actividad dependiendo delª!!. 

t(geno. Figura l . 

• 3 • 



V C 
l. •• lll!lillllllll'lll':-=-· ·-:.:.:..-:-~=·, 

" •= r --·'-~---~--.::. ___ r ___ .==:::;¡ 

ti ••vi'ilii8 .. -. ~:::-:-::-.:::¡::::.·.::...-::::.:.L . .:--==:;> 

L ea'fu11m -L--.J 

Fígur11 l. • Reprt!uentad6n e11quemitica de una mol6cula de inmu 
noiilobullna. L.a1t porc-icnea v1arl6\blett y C:l1nl!tnnte son rel!lttalada1 V y 
e HSp"!dl\•&mf'nlf'' A\tn no H ll~bc on dond~ la porcl6n V elil de la -
ml ama lun~H11d "'" hu c:adena n H ;- I ... 

La cadf.'!Wl pes~:!ni p.;¡rN:e tener doa ce>mponente• funcionales pero 

eoto una partfl oe r.eceeita para la cnpaddad de anticuerpo, la otra -

parte ell rer1~ponubh1 de much11u característicaa y funciones de la mo-

lécllll\ d"' !nm11noglob111ina. En esta ccdenA ao hcn identificado cuatro 

formne principaleo: y, e1., µy & las cuales difieren en propiedadei; inm!! 

ncquímicne y «!n ?a composici~n de los péptidoe esto lo demostnron -

por medio de rencciones flero16gicas (Z6): la estructura de la cadt>na. 

pesada deternlir.a que la rnolt\?ct1la nea IgG, lgA, IgM 6 IgD. 

Lao dl!erenciao antigánlciu en la cadena pecada de la globulima 

lgG humo.na s0 han detectado por medio de antiauero de mono contra 

globulin& IgG humana. ~4) y antiauero de conejo contra prote(nas del 

mleloma (S) y han demotltrado que la fracci6n de IgG humana .;ontl!_ 

ne molécula"' con cuatro tipos diff'rentefl dl? cadena P'-Bsada. 
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DentrC> de la cadena ligera ne puC'lden reconocer dos formr.u anti-

(l6nictu (Z7 -2Q) que !U! dHlgrnrn lf y 1 lnu cuales recie:ritemente Be ha 

demo•trado que thmt:n entruct,.1ra11 prlmarhu1 dlmtintas y se identUi-

can por 1u11 propledado inmunoquímkna dlf~rentelll y por la compo&l 

' 
c:i6n d0l pfptido, emt:ii chuc de cAden1u flie loca.llz11. en la m<íyor parte 

de ltu inmunoglobulinru. L11 pre6er1clct da l!!. forma a.ntig4Snka z:1 en -

la c1Hlen.lll ll¡rera. le confi(')'.I"(! proriledades del tipo K o.ní como ln presea 

di\ de la formA nntlgénicn ~ le c:onflere propiedades del tipo L. La • 

cap.acid:ut dl.'1 anticue "Pº ru! hJi encontrado en los d~s tipois K y l .. de -

la.!) cluu IgG, lgA " Ig~.'I (30 • 3l). 

l .. a lgO puede aer purihc:nda (lZ} del ¡¡uerro huma.no y de otras e!. 

pecle11 por cronmtogralía t!n columna con DEAE celulosa; pero en a! 

gu0-48 upedu no P.I! fácil obten!'lrln por este método (33). En la tés_ 

nlc:u cromatugri{Hc:a dewcrHA por Levy y Sober (34) usaren eoluci6n 

amot·tlguado~u. d~ bn.jo pH y DEAE celulosa de absorbencia exc:el0nt111 

para 111 obtenc!6n de lgCi humana. 

La IgM 1rn puede purificar por una combinaci6n de ls electrofor!_ 

uh sil1 de zon.l (Belec:don.ando las íracclonelf de migrad6n lenta p.:i.ra 

reducir la c:ont~minnci6n de ntrati globulin.iu) y filtrad6n t!!n gll!i de -

Sephadf'x G-ZOO. 

La IgA pu~<lt!! puríflcnrrJe parclalml'nte combinando la electrof2. 

rcslli dt:i i:on!!. c:on la cromatografra 0n Sephadex G-ZOO colectando -

lao fraccione11 elu(daa dcrnpuén de h~ber recogldo la IgM y nntes de 

recoger lA lgG. 
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l..a l~n (H) ha •lcfo P'1rlflcada de 1uero1 con O-mlelC1ma 6 aue • 

ro11 C:<'>n atmndDth'la f!n "ª'" ¡:lobulina v poca l¡tG ó IRA llbtenidoa de -

p.dO!!nteo con d"íicit'ncia11 d" lnnnmolllol.mllna 1electlva. 

l..01 proc .. dlmlento11 cronuto¡;rt(flct•!I (36) ¡¡e han aplicado en ta 

11ep11.u<:16n el~ ha t ·globullna del ouero, ~u le separaci6n de otrc11 

fH"•>!erniu de 1 1111e r1J r para la preparación de lnmunoR lobullnru. 

l.11i1 primeroa m11teríale11 de intercnmblo i6nlco 11tilhrn.doA fmnon 

1011 11illca1os (Hl. aclm1!mente oe Cl'tnple!ln reslruu de Intercambio i§. 

nic::o que están formad1u por p<>lÍllH!r(lli c<:H\ ¡;irupoll qurmicoa que al ~ 

ionbarr1e permiten el lntercl:lmblo p~r o:ro11 loneo rle IA l'loluci6n. 

El intercambio !.Snico •HI por lo tanto un ltil<.·rciAmhio reversible 

df! loo iones de una no1ud6n por loo iones ltibllea de unr. subah.ncia 

insoluble políme:-a. con 111. cual eatá en contacto sin que pe encuentren 

otras CllfffMl (3tl). !fasta la mí!a.d del alglo XlY. ae reconoci6 este -

proceso en lat'I reain1.a. Los eatudiofl p<>atedor<l'a fueron encamina

do& a \11141' lntercambiadores de cationes parr. 111 purificaci6n y reblan, 

dedmlento del agua. 

Se di11tlnguen dos tipoo deo intercarnbiadoree de ionea: los catióni

coa que tlnnen gn1po11 ácidos loe c11ale11 re1rnltnn ma11 activo11 mientra.o 

mse f!cilme>nte pi.erc:!en el 11• el cual se cambia con otro cath~n. y loa 

ani6nl e 011 qut> ti en~n g rup'Ht nmoni o cu:i.ta rna rioo 6 g rupoa amino ter -

cia rloa que actunn cnmhiando los anionea. 

Lan prote!tl'mu y loo arninoácirloo írecu~1ntemente pueden purifica!. 
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•• por t" rornatoi¡ raH'a en c-ohimna con real mu de lnterl(;Mmblo l6nlco. 

t.a1 rtllínas hirlt0Cílica11 son hu ma1 satllfactorlam para eate prop6-

1ilo (M). 

f:ntrf' l 111t mAl.erlale9 rnl\e uudos para la puriHcaci6n de lac pro 

teír.&1 •e rno1P.ntna la DEAE celuloa& que ea una reuina de intercarn, 

bio ani/Srnl"o y IA CM ceh1lou qu~ e11 mm reeln.a. de lntl'!rcamblo c:ati6-

nlco. 

La t:elulo&11. ya uer. en ¡wlvo (40) 6 en pApel (41), ae hn tratado -

con 4'cldo cloroilc~tlco P":i.i'a da¡- cnmbiadortHI de cationell (carboxime

Hl celulosa) 6 con clorotríetllarnina para dar cambiadores de anione.• 

(ctititil11mlnottlil c:elul~H {40). 

E11tos maieríalea han aid·:> pro~tlo111 eapecialmente en el íracclo

namlenlo de proteíruui y pgra la oeparaci6n de r-s!obulinas. 

I~a dletllamlnoetil celulooa (DEAE ctilu1oH) es un derlv3do de la 

cf!lulou (~o. 4Z--i3) y ae puede considerar como un producto de sub!, 

tltuci6n ch: la nminoetil celulosa: su grupo !uncion.lll e!!I ~ ~ - - -

-O-CUz-CH
2

-N(C 2H
5

)2 . Como puede observarse la diíe.-encia pri!l 

dpo.I e11tá: en que ea •Jna amina tercio.ria y es fuertemente básica. 

E:mpl0ndl'IL"J apropiadamente estas columnas tienen un gran poder 

1;amblador de ionell y muchao oubstanclas pueden purificarse por es

te medio obteniendo re1rn!tadoa favorableo. 

La mayor psrte de lne inmunoglobulina111 fueron descubiertas en 

un per(odo df! 30 af\oo y con el desarrollo d111 variofJ 1istem1.u de SeP!, 

raci6n se len ha enC(lntrndo diver11u aplicac:lone11. 
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Típlcamen1t1 In• prol•J1rn1irlo11 tienen mra11 variedad de caractr11r(1. 

tlc.1 morfo16!!1ca11 para 1a rllfer.-nclacl6n de upeclea quii lu baete-

ria• 6 101 vlru1. no ohntante, pm rfwltou morfo16~1c~mGnte ld&ntlcoo • 

cauaan efoctoe cl(nico11 completamnnh1 dile rente a. 'lll!i'Íif\n tambh~n 

con el RrAd,, V <.!I cAr.d:c1er dt> rnultiptlcacl6n en el hu~eped. Las ln. 

'"~·done• 1n<itvlduale11 6 rle impottiancla epldernlo16glca son frecuente 

mente dHrcil iS irllV•>níhle rie recon.ocerhu por el método uoual de ml· 

cr(lllcopíll e lnoc11lnci6n en animales 6 en c111tlvon: en est& 11ltuacl6n -

lsu po!!lbh!l!I ví;u inrrnmoló¡tlcc~ puedf!'n dar lugar n IA ldentlíicaci6n • 

di!! foll"m:u p1U6¡.tenu y ayud1, r al dlagn6~tico de la lnfeccl6n, adem'o 

tiene inl~r'6e la poelbili<lad ele una inrnuniHclÓn artificial contra lac 

lnfecclone11 por protosoai.rioo. 

Principalmente In demo4tracl6n de loa anticue1·po111 contra log • 

proto11oa rHHI ;Je ha hecho "in vltro" y también en formA Indirecta. 

Dentro d.t!l primer grupo e1iconti.-amos las pruebas de modificaci6n 

mol."fológlca, lnrnobiliución. 1:1gl111inacl6n y lisis; dent.ro del segun· 

do grupo 11e ínch1~·en pruebas como neutralización de la in!ecci6n, • 

lnhibiclt.in del metabolismo, a¡¡lutinaci6n pasiva, fijaci6n de compl!:_ 

menlo, pl!'eclpltaci6n e innrnnoelectroforesis y cuantificacl6n de in· 

muno¡;lobnlinaa. 

En l.'l Ltiiahmnnla ni antill11ero eepecíllco cambia la morfología 

de loo l"lrf¡Bnirnnoo afectando t>I crecimiento f11&gelar, la movilidad y 

la divl11i6n celular. 
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En el Trypanoaoma el anll11uC!ro ttapecínco cau111 aslutlnacl6n, ~ 

cambio de formaci6n e lnmobillsacl6n en m11cho11, aunque no en todoe 

lo• organlomo111. 

Stnlnnegllrd (H) \116 lia alteiracl6n del Toll!oplaama gondil en • 

cultlvo1 pe. ra ~scudla r el efecto de 10111 anlic\le rp1n1 eapieclTlcoa. 

l.0\1rle y O'Connor (45) revisaron la lisie de trl~noeomac por • 

euero lnmunl'l! y l'.!Otudi&ron eeto en relac16n a Trytmno111oma brucei, • 

enc~mt rendo que la H eia t!enQ? lug& r en ausencia de eomp!eimento; P!?. 

ro pera la 111&1 rd:pida es neceL'laria la preoencla d~I complemento. 

Teri\a (46} demootró anticuerpos en el auero humano lriíec~do • 

por Tricl\Qmoruu .. -agir.iaH!l p:epa r&H'ldo el 11i.ntígN10 por lnoculaci6n i~ 

trl\perltoneat dt'I cul~lvoo eil nt611.~1). Lumoden y colaboro.dona (47) 

c!eHrrollai'on el rm~~odo ~rti la titul!Aci6n de In lnfeccl6n. con cult.i 

vora rreeco11 y m:.1.terial e1t1~ble de T:richomonae vaginnlla que tiene -

&pllcacl6n en el proc\!dlmiento df1 neutrelimación. 

&blr.. y Ruchman (~8) y Sabin {49) dHarroltuon la neutnlia -

cl6n de Toxoplaoma gondll por oucU"o inmun0. obaervando la reacci6n 

producida en la piel de un conejo deep·1éa de }¡¡, inoculaci6n intracu -

t1foea. 

Gray (50) demo1tr6 la preclpitaci6n de antlcuerpoa de tri~no

somam probando ant(genoa prepa rado11 en el lp,boratorlo, contra el 

suero de animales naturalmente lnfectado11. Wcitn (S!-SZ) us6 la 

doble difuoi6n en mgar gel y la electr0Core11i11 en gol de &1mid6n parA 
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dt1mo1trar lu• 11nt1cm•rpoa de Trypanoaoma bruce!, 

Goldm11n (<, H !av6 y lttofllls.6 un cultivo de Ent'1moebft hietolytica, 

eictrayttndn t'i pr!Jducto con trnluc16n salina y obtuvo un!\ precipltaci6n 

al p<>ru!rlo ('.'DIV'a 191:,.ro prf!¡Mrado ttn coruijoll. Maddteon (54) ua6 un 

rttlH'lí\•o pr4'parado por nip~ura ul!r!lln6nic;i., ifo un cultivo de Eritamoe 

ba hilltolyttca con~ra 11uero d<! padt'n~es con amibiaolo, oe deamotra

ron Gntictlf!!HHJ f!11JH!tí'l':coo de E'.ntamoeba hietolytlcn pero hay líneas 

df.' pr"'c.1pitnci6n qu~ se atrihuyen a otros antígenos. 

Ih1)·d y 1'.'0!Abor.ulorelf ('>5) hideron varioc intl.\'ntori para denri'O• 

llar t~cnlca!I de preclpitaclt~n pari:i. .i!l Plasmodh1m pero no lo conl'lid!, 

raron pn)mecedor. Sin embargo, Z.•1cke;rmnn y c;olaboradorea (56} -

damo!l!.'llraron anlicuerpoa de Phumodhrm en ~I 1111ero de ratas. 

Nogudii (57) di!!mO&tr6 la Hjnci6n de complemento en cultivos de 

Ll!lahmanla con antiouero hom6logo preparado en conejos. No o~ han 

1rncontrado &nticuerpo!I en Leiohmania tropica ni en Leiehmania bra-

1ilhm11ii;, aunque aí fueron encontrados en Leishmania donovnni. aún 

cuando no ha y una rel11ici611 constante entn el t!lulo de íij~ci6n de -

complemento y el contenido do f -globulina del suero (58-59). 

Coggeshal ~· F.aton (60) desarrollaron :-eaccíoneo de fijac i6n de 

compleml"nto con Phumodium l(nowlesi y exploraron la aplicaci6n de 

111 p¡-ueb11 con esti'! or11aninrno para el dingn6atico de Plaomo<lium en 

el hombre. Klli.:ler y Yoeli (61) encontrnron que el muero de paeie~ 

tem con malaria fijaba ~l complemento con antígeno de Pl1umodium -
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Kruwd .. 01 Y lamhi~n c:"'Ht 1rn1ri:~n•• dP Plrumodiurn ¡tAlllnnceum 

Comfl pu'"d" 11h~f!:-•.·Ar11t'! r.on mltcho11 lois lnve11tl¡tnd'ore111¡ue ha.n -

~11tud1a1h1 l.a í"'~ibilldiad d"' u111n rr.A<:dom•n1 J.\nt(geno·nntlcucrµo, c:o -

mo una ,.r;\ p~ra el d!Afinf;etlco df! f'n(ermeodades cau11nd1u por bacte -

ria•, '-'ír1111 .1 J>:ir.(.,¡1~11 )' nirnn \•arito•lnd dt" pruebas relntlvamente es

P'f'ci1ica11 h:iin ll11m:ido b Mf.!nciftn p.'lra f'I d!31;n6stico de la lnfecd6n 

Jlllf rrilbl~.r,~rl•l". Ei;l.)!1 ptuf'!!-.'\!1 ~rt.'C('ll depend!'.'r en parte del -

lnc r11"1~;1·nt·~ de inm,m·)¡;lo!mlln..11• "" ·~1 i;u~r'~ de liHI huéopedl'!!I infec -

CAdo11. p~ro l:\ luct\li::adlin y t:l\r.v:teri:irnc:l~n de Nlloll 11ntic11erpoa ~ 

h.-t tldo dltfril: l'!l objeto del prt!toenle trtlbajo u el de 1Jelecdonnr -

liu t6cnlc.:u que d«>n unl.\ buen.:\ correlad6n y a!to rendimienio para 

14 1ocAliuci6n de f!DUU prot4!ÍMe. 
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MA n:R.lAl .. ES Y ME:TODOS. -

hepjrico amlbiano. que fut>r1m comprobados por pruelmu de laborat2, 

río y df! ~a blMte ( 6Z). El dla¡.¡n611Hc:o p:i r.i dom de loa pacientu, • 

ful- de ab111c1u(l hep,{tko amibin.no, uno de ellos en el lóbulo derecho 

y el negundc) prt!'11entaba dos absceoos en el 16bulo derecho y uno en 

el ¡,..quierdo, en el tercer em!crmo e:datt'n ademáo de absceso hepá -

Ucoamlbia.no, UM rectocoHtis .nmiblan.~. 

La separación de lne h~ccii.mes dti inmuno¡ilobulina•, se llev6 -

a cabo mediante l~ uHlh:aci6n de b técnica de cromatograrra en co-

lumnm mod!Hca.da d0 la Miginal de Fahey (6l). 

a. - Prepa rad6n dP la 1rnluci6n ~mortiguadora. • 

Se prepara unA soluci6n de NiiH2Po4 0.4 M y unll tiolucl6n de 

Na.,HPO . 7H .. o .. ... .. 0.1 M. De la primera eolucl6n o ooluclón A u1 • 

tornAn IZ ml. y 11e> colocan en un matrar. aforndo df.! Z 000 ml., de la 

segundll ooluci6n 6 eoluc i6n 8 r.e toman Sml. y también H colocan en el 
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m.ii1r11r. • • .,. af·~ra <: cyn Ai;tlll\ df'ntilula y iae mf!zcln. Des pu~• de mez. 

dl\do 11e midtt l!'i pH ~1~ la f!ol11d6n qut> rlirbl! tent1r un va'lor d~ 6. 3; en 

•·.11 ~n di" nn lto:l,. r to11i .. pH lllf' Ajmita ton !a i.1olud6n A 6 con la. 8 aegún 

llP,,\ l\f'(f'~i\tt''' 

i:I ~\il"t<1 n«' pnm• f'r. \lnl\ mt1rnhr.11u' df' colidi6n y !ll' dializa durlí!!_ 

lf' .ffi h··1 r:1". l.'1.1! prim,.r1111 ;:a hori\11 t'n il¡.111" df'otiln.dn y hu Z·\ horne -

tl"lllfll\lf' 11 <"n nnh1l"i":\11 l\motti~11i11h1rn " pll clt"' '1, }; poOtí"riormt>nt~ f!I 

~H1>!'rn "" (l,111·11 dir 1-l m,.mhrl\nll df' <:olndi611 y 1H! Cf'ntri111~a "'"una CE!!!, 

t r!T11)l•\ prei p;l r!lll!n r.'\ miucn Son· a 11 Supt" r npeed RCZ. B Autiamatlc 

Rr.frigf'r.l\lf'd Cenlri!I.:~" durnnte lO mlnutott ii 10 000 r.p.m. 

Prell>\ rl\c i6n de la coh1mn:'\ .• 

Se pt1.11.;¡n 11.proitirnatl:unl!nlf' 100 gramou de DEAE Cl"lu1011ll y se ~ 

colocl\ e-n \In rirnpiente, ne le :i.gregan 2 000 ml. de dor1u.-o de sodio 

O.'.i M, 11~ 11H!7.dn bien con t"I agitador y llf' .:igrng1rn l 000 ml. de hl

dr6xicl<1 dt> aindio O. 5 M; ~E! 11'\<"t.cla y lit' filtra pov· vach), El procipl-

tndo ru~ \'UPIV(! a t.1ana r al rl'ci¡>l!!nle y rw l•wa con a¡.: un c!l!lstllnda, so 

ng1111 y r:e iiltrn por v!H'.W, :Sf' llÍMlll' lnviando halltlt tE>ner un pH de 7. 

Una vez alcllnr.P.dn e;'ltll! pH tJf!' t1lgue lnvirndo p(!rn nh,>ra con ~olucl6n • 

amortig111Hlor;i hatJlü alcam:lir al pH de In suluci6n b11ffor 6 sel'! 6. 3. 

De111puiC11 dr In c\ml In I>F;A¡¡: c~hilooa flt" ~iunrdn en el rP!rlgeraclor • 

trn un !ra11cn arnbar con unl11d6n amortii:uador>t h111st11 {'!1 morncmto • 

<14' una. rln. 
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1..a columna de \•ldrio u emplt!'ll!4 a Java r con no1ucl6n amot'tlgu!_ 

dnu PA r• fl\'lta r q1u• ttl filtro •e la pe. Una ven le vade. fa columna, • 

en la ptulf' 11uperlor u coloca un tap6n con una horadu;l6n en ¡111 cual 

•r. lnt rotlucr. un eml.udo ,. "" •I inle ríor del «!mbudo ae coloco. el. ugit!. 

dor, ton 1• parl~ lnff!rior e@ pone un tubo d~ hule con un11 pinna para • 

¡r1.uh11Ar lA nHda. d.i!l líquido y 1in v11u.10 ~r: rocogerlo. 

1::" r.I ó"tnlmd<> ru.! •:•'>l<n::~ l.:e l.'lt'1luci6n de OEAE cel1Jlo&tlL ea conec-

'ª el agltt.1d~1r y of! ll!br!é la pin21a Rraduando \?l go~eo ~irtl que la colunl. 

na 11e vay;a ol!'nl(mfl.mdo l'!'r.~a. y h,,mo¡¡en<?>anlfmte, lambi4in ue debe te • 

ner cuidado que ne, seo 1eoq1u! l11 OEAE c~lulotul qui!' flfílá en el embudo, 

~11!11 empacaría en forma día?mrejm. 

\'a empac~dn k. colurnns ne r0duce al m.á:1dmo •~ cantidad de moti! 

c.i6n amortlguf1dora y oe proced~ & pon1u e:•l lluero ~n la pairte euperlo:r 

de la column.Q. pr~1curando no rebotar Ita DEAE c0iulotm, me vuelve & 

agregar 1rolucl6n a.mcirtiauadorn )' ae emple1>111n B rueoger hu fracclt> • 

nes de 100 mL en tOO ml. P<1.1ra detea·rnlwir en ct0al d(j illlr: h-ecdou,;:3 

1ui encontraban 11:111 lnmuno1~lobulln!!.lll, ee leyl!lt'Oll to.o fracciones en el 

eupectr.1fot6merro PMQ U de l& caaa Zeioe a la longitud de onda de • 

280 mllimicras. 

La111 fracciono que contienen la v ·globullna H pueleron A dlallaar 

en un tubo de colodi6n en a~1ue. dutlh1da du..,ante 48 horaa haciendo • 

vario• cambios de anua para eliminar laa salee, una ven dlallmadaa • 

hu rracclonee ae leo"1iaaron y el contenido se diluy6 J:S en 1otucl6n 
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01lin~. 

Parta "hlM'""'" la• rrncchrne• d@ lgA e IgM ee pas6 a travh de la 

t:(~lumN ikl'.l<hid/:in #lnw:rtlgmtdurA 1\ ll\ cual 11e le Agregaron 9 gra.mo11 

di" d1:1r11r,n ,¡,. nndio ;mf' litro y lle rl!'cogl~ron hu frAcclonel!l de ZOOml. 

11m 2.00 ml.: 1u~ 1.~yt'!ron en ·~l PlpP.'ctrofot6metro para 11aber ""cuales 

~.., ~r.l.'.nnt-r:tl):'l. J;; pr•>lfl(tw. 

Un.'\ "'";: •lM~rii~!a ¡,,. i::o.rnmlil gl<:•bulina oe comprob6 su purena. por 

mf!dío de H\l'll\ln''.>1>!e1:ir-J.i!c1r~12i!$, IA cut1l n~ llev6 a. cabo con e-1 f'qulpo 

I~~<l.l &900-A ¡>%"'" micMf•lecirnforuifl en portaobjetos de In caaa LKB 

de E11tc.Jcuhno, Sue!d!'I. 

qut: !I~ p1~nP.'n l;u plac~lil colocadas !rnbre charola.a de plástico. En 

hu lll:iic-.lr. "(!' dl•Hríbuyó gel de llgnr al 11'~ en soluci6n amortiguado -

r& df! Aroni>on cuya Mrmuln. tHI ln oiguít>ntt>: 

Trltihidrmümtittilminomet4no ('fRIS) - • • • • • - -

Addo f!¡Ulendi.111mlnotetraclhlco (EDTA)- - - - - - • -

Acido b6rico O. P. - - - - - - • - • • - • • • - • • 

pH 8.9. 

60. 5 g/l. 

6. o g/l. 

4 .6 g/l. 

Cada plac.-a tl.,ne dos horadaciones a ambos lados de un canal -

centrAl y horizont.d que se hicieron con el cortador del miomo 0qu! 

po. 

En liu h(lradaciontJ11 r1e .~oloéo IG muestra y se paa6 la corrien

te el,ctrl 4~a para que paoara a t¡•av~~ del gel: 10 mA por charola -
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aprr.1111imadament• v •• d•je ron hu charola e durantl!! 4 hor"•, des • 

puh de les t.·1u1h.•lll, u uc6 el c:-ouml cf!ntral en donde oe ponl<' i!!l ª!!. 

li•u•r~, dt>j,1Hfolo difundir 4'n c4marr1 húmocfa Q temperaturl! amble!!. 

te por l4 & 4 S horiu. 

Para U!l\lr laa preparadQIH!ll 't' '¡><ldii!r observar mejor las trneas 

de pr'1'dpHad<'11' l'ln!Ígl!no ·.rinHcucn·p<), H l&1vu·on lao d1a rolru con • 

111olud.tín ltalif".I: V po1114H'i<,rnurnte con Dl/:1~13 doj~r.itlol!u durante 24 h!?., 

rae f!I'\ <:ad.a 110!1.1d6n. !i" l,;a ¡rnne un papel illt<l'o pmre m'.lc1:iriae y se 

deji:i. hru!a fil día ai¡¡ulenlil!', .::ufandt• ya euufo uecei11 1u~ oumergen en· 

una noh1d6n d~ amldo n~gro t.l1 1"'"' @n Ácido ac&t!do al 71\'o durante • 

lO mlnuton, tielllp-llP# «fo J(I" <:~lnl"'!I 1!111!' laven ~rfectamente y ee se

can. 

T'cnlca de Blure~ para protefnao. -

Se utl1h16 ta técnica d~ Gornalt y Bardwill (64) adaptada a. mi

cromélodo f!n el l..aboratorio del Sl.'!r-vick> de Gi.\eitr.l)enterolog(a. 

t..oe reaetivoo que oe erriple&n, l!!Oll el reactivo de Bluret e hidr! 

xido de eo«!ío al 1of~. 

En un tubo de enuye p.:irli\ microm~todo 1H1 coloca: 

R0acHvo de Bh1.ret 

Agua bldeotllada .. 

Mueotra ..... . 

Se deja r«1puaa r a temperatura 

ae leo a r,40 "'" . 

200 .,.1. 

30 111. 

20 j,1.l. 

ambiente durante 30 minuto• y 
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manco d~ rt>actlvoe .• 

Agua b!dutillld&. . 

Se dt1ja repoear du.riuHo 10 minutos a temperaturc amblonte y 

H lf!f! A t;.40 tri JI 

Tto11tlg<.1. • 

11idr6:ttlrl•l dll." •odio 

A¡pua bldcutilado 

200 t-tl. 

10 µt. 

zo #C.t. 

S~ deja ttp>HY' A temperatura amblentll! durante 30 mhmtoe y ae 

lee a 5-40 m ~. 

Cuan1IOca.el6u de !nmunoglobulinas. -

Ee'a dererminacl6n ee llevó a cabo con et equlpo para cuantlf! 

caclón de lnmunoglobulhuu de le. c1ua Hyland. 

El antftteono eta coloc41fo en un .. '!. horadaci6n de la plraca de agar~ 

11el que contiene 1:1ntkuerpo difundido en el &gar P'lr~ formar un ª'!.t 

llo de precipitación. l·~l ¡Ji:!metro de eote anillo eet' rehu:lonado 

con la concentracl6n del an1r111eno lt>stigo. C111d& placa de inmunodl-

Cu11i6n tiene aein horarlacíonee. tr"!s de las cuales se unan para pr!_ 

p<irar unn curva 11tnndard con los sueroa iie r,.,ferencla proporciona-

•fo1 j11111,) c(\n «-1 eq11ip.i, v a.I mismo tiempo se puede ha1~er ta prue' 

!'11 ra. r1-.ili1.111 In ¡H1teba SI!' abre la placa de lnmunodifu11i6n y se 
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n•' !Ut.l~an l<H1 11•1~r·~11 ''" la horad11cl6n. Se r:ubre 111 p1aca y oe incu-

1111 l11do tl<f'l iat\llh1 er1 l.a ,.,uit'CA ce-re. Sei hact• la curva standard con 

hlr.ma (6'l). 

Con el objeto de delfl'l'"tnitar en q11e íraceión oe encontraba la C!. 

pacidad r.fl" Anticuerpo contrA h~ EntJ:imoeba hlatolytica, ae hicieron -

pr ieh:u de inmunodifui.ión. L¡u1 trca fracciones aleladas so cofoc!. 

ron e>n cada LlllA de hu ho radncíon~a de las inmunoplaca.111. en la ho-

rn.dn.d6n c<!'ntra! U? coloc6 l'l antígtrno de trofozoitos cultivados en -

medio ax$nico. 

Se utilí;r.1Hon doa sueros controlea, el del pacie-nte antea de so-

meterlo a e romatog ro.fía y ei auero de una peraona sin evidencía de 

haber sttfrido amibla11ls inval!lorii., 6 se:& cuando la amiba invade loe 

tejidois, ésto se hi~o con cada urio de loo eueros patolóc:icoe 
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1.ao mmPUr1u ob•enldoo d• la c:ohirnna cromatoarflflea ae leofl. 

Hur,.,n ~· o h! 111J 11n• rt1hu·1ltn 1 :S.. A ••I•• mueitrai H I•• deter

mtn,~ la ru1111!1<1 .t .. '"º1.-ína1 tot•lll't por la tfcnlca de BluHt obte-

S•1• ro 
f:llust!·"• nh~enldoe en la 
prí"'lu•rA !r~cdór: 

- ...... __,...,.., ___ .. ____ ··--· 
l 
l 

l~. O mit /mi. 
~1;.$ m¡¡./mi. 
1.0. S mg. /mi . 

Eluadoa obtenido• en la H 

aunda fraccl6n y tercera : 
lracc!6n. 

28.ZS m¡;./ml. 
8. 25 m¡i /mi. 34. Omg/ml 

21. 7S m¡t./ml. 

F.:n la. ;i.ar!..- 11..:pflrlor u coloc6 l& fracci6n obtonlda y 1en 111 par-

auporlor ae nh11erva la preef!ncia de un~ 1101.ia band:. de precípitaci&o 

con una movílidecl corrcnpondlento a la d@ l" IgG. 
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t:n I• •1¡¡1a1•t.Cfl pr•1•t~a la11 nrn•11ra1 10 colocaron en la mlem~ 

form11 tt•a• •n la •111• rH•r y I• rflac·c16n an1r1teno ·antlcu111rpo •• de1a .. 

rroll/, rnn 1tr1!a1o•r•" 11111Hlfm11rnnglobt1llnA A. ob1.-niiCr1t.loee la r'Oac:. 

cdin ''" prf'«•rn~•<1·'>n •inH·arnConl• •n •I 11u•ro completo ciel paclente 

~·no •n la lra•:nt.n oh1aon1<la di' la columna croma1ogr1Hlce. 

Dt!'I mltmo modo '" reali116 una. prueoa con Antlsuero entiltun!:!,. 

nog!ohulina M obtenl~ndose td&ntlcoe reaultado1 · 
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Ad11,m&• ~u111nrh, la (racclfin n• pia\lln en pre1ctncia d •1 
9 &n\l, Wt\fO ll!_ 

!llnm11n:.r¡lnl"11i11.11 (i <116 t•acch~n IH'lt(i•oo-antlcuell'~ 
r~ tanto ~D 4'11 ft!, 

f•" i:orr11tl•1·1 i!<!'l ¡>an"'"'" cmn•.l tH1 la fut:cl6n iuipsra.W. et~ ia colmrua. 

ple to 

rados. 

St' g ra ti ca rün los d1ámet ro11 do 1011 oan!Uom do precipltaci6n de -

1011 1u•ros 1e1tig<>. obeeniendo una. curva standard en la que 11e inte!. 

p<llaron loN diámetros de 10111 anillos c!e prec:ipitaci6n de lou probl!, 

ma111, ohteni~rx!ost' l1>s rnlliitramoa de cada una de la111 protefr.a11. 
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Primera 
tracd6n 

Seuunda Tercera 
}"raccio4n fraccl6n 

·----·-----~-------=.::::.::=-.... 

.1 810 m~¡/ml 
"llOmQ/ml 

llff't m~/mi 
IH•O m¡/1111 

sn mg/ml 
íi&l mg/ml 

611 ms/ml. 

_ .. _., .. _,_~-~------------------*----

l 

1 
z 

·Hi. 7 m¡¡/ml 
457 .. 0mg/ml 

·l6 mg/ml 
121 rng/ml 

!'rlmP.irA 
h tH" C i<'Jn 

Primera 
fracc~6n 

S~gunJA 
rri.u:clón 

137, S mg/ml 
49S.O mg/ml 

Segunda 
fracci6n 

109 mf¡/ml 

Tercortll 
fra.cc:i6n 

Tcrci&n 
fracd6n 

!6. 5 mg/ml 

Se detll"rmln5 el por· ciento de N~cuperaci6n de c:ida una de tau -

ír1tccl1rnll'a con relad6n a la cantidad de- miligramou en el suero COl1J. 

ple to. 
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POR cn--::->ro m; Rf:CUPf.RAClON 

Pr1n11•ria 
!ru.dSn 

S•¡¡unrla 
(nrd6n 

Tf!rcera 
hacclcSn ----------------------
14 S'!. 

l l º"'• 

0.2!o 

;,:o, 111~ ob11.,rv.\rrm llir.:l'.!11 df' pr~dpiladón correspondientes a la reac-

¡H111<l,. l\\ In i11nrnnogloh'.1hmi G adttmi(s loa ouero11 completoll de lor. -

1..n 1111,.r.>!I pr1.wenlenteo11 de per11oruu 11in amlbiaels invaoora y 

ll\11 lra:cn.111.,.11 ?. y ' r.lt" la ,·nlumna de cromato¡;rafía no mostraron -

la presencia de lHC•lll de pnc1pi1aci6n . 
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'· .. ;,. 

OISCUSION • 

>:n la uiltu:c:l6n d .. un m6todo de labora.torio el factor declalvo • 

1u el pr•1p.111ít'' p¡llf~ 1<1 <l'-'"' va 11 ""r t11ili:ado 

r.11 ute c11.e•), dkho pro.,&•i!<J fo' obrenf!r un m~todo r'cil y ri

pl<I() ?A u ""l • 11:ml1<' <fl! lae pr\H11fr.1u1 del '""ro que dlt'r& como resu!, 

~vto 1:. nh!f'nt:i6n di> la tr1u:<:i6n de !¡tC humana comp!etemen~e ~ra, 

YA qu111 1rn °'º'" fra.:c\6n aet 111oapechab4 la preuncla de loa antlcuer -

p..11 por •eh1dlarr 

c .. )n .. 1 mi1hod(J dfl r11hey modificado éato •e realia:ó oati&factori~

rntontf', aunque en dP.I riml'nto del rendimiento que ha aido i,.sjo, ya • 

quf' •• ,)btu\'>l unA rl!'ctiperaci611 d«"l 40<'to en llil fr111ccl1~n purm y un 71.4,_ 

1•on la su1r1n ¡f" rod1u l1u frl\cdoneo e>n dond~ tH'I loc/illie6 la J¡;G hume-

114 

Como ee puf.'dr aprflciar en toa r•eulrado11, ta primera ÍT!lcci6n • 

111 obtuvo dt> la cnlumna cromatográfica libre de otra1 fracciones pr~ 

teíc1u. Con In técníca de inmunoelectroforesio al utilizar antisue d 

rM1 f'll!~círlcoa anti IgA ¡• a.11!i lgM loi; rt'l!tultadoo íu~ron nega•ivo111, -

'"' r!ecir. no seo ohaer\'Ó ti!! presencia de arcoa de precipitaci6n debi~ 

cl1l a e 11 :ao lnrnunoglnbulinae. acll'!rnÁ11 cuando IH' rll!vet6 le reacci6n • 
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anlíc•nc0-•nllcuerpo •n preeencla di!' an!leu@ro normal humano e4!o 

H obur"6 •I 11rc;o d• preclpllad6n en la aona coneepondlente a la 

ltO. en 1• mltma forma cuando •e puo en contacto con antllluu·o 0 111 -

hro loe h!ln d@moo,r&do por 1cknica1 de inmunodlíual6n. hununoe1e!:, 

lrQfore~t!l! y ht:ma~lu!ln!1cl6n. oin embargo la locmll:acl6n del anticue.! 

pi> •n hu globolln.ae tPel !!Ut'til'O todl:l1;'(l\\ no ha sido demostrado. Loe -

datoa (.)btenidoo c-n ol JH"IHH~ntei trabajo ofrecen In pooibilidad d11t upa-

ra r canlidtulee 1m!icit.·n!11:a de i nmunoglobuHmu poi' cromatografía en 

to. ya qu0 loo re•lulladoll'I !lon 0"c:ele1nteu ial obtener ta lnmunoqlobul! 

M G en Corm& fr\lr& y ec!em1h d!! no t!ÍecltH' la r.:a~cidad df! anti -

cuttrpo como ae der11011:ró al pontl!rl!a 4'n preeencin del o.nt(geno &mi -

bis no 

La localiaaci6n dl'l mntlcuerpo l'n é111t:u fracciones sertl[ objeto 

de una comuntcad6n po11ter1or por lo que unicamentfl ne discuten -

10 11 riuult'\dos nbtenido11 en relaci6n a la técnica cromatogrifica utJ. 

lludr.i. 
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'.';i,i> ~~PI' rA rnn la" ümnuw¡lobuliniu dt11I •uero de treo paciente• 

co-n l\mtbllui11 1,wa~ora. f)tlr medio d!l' ?e t~cnka de cromato¡rafta -

trn c.:.lumn.a dP ln~if'ru~mbltl &nlónlco. 

A c::~dl\ 11!".ll <le tiu tracdone& §•hui d~t<1nnin6 la concentract6n 

dP prn1~(r.e.11 111.11( ('.lml<> !a de inrnunoglobuUnia. obtenl,ndose resulta -

do• t;tlt.ist~ci<:1·ríi:>11, 

Poir mft1Ho deo lnmuno~ltl<:l1r6forlltsiu ue ldentUicaron las lnmuno

glob1.1llni\ ~ ~n hu h-acdoneti oMen!cbo de~ .. co~umna de cromatogra -

Uii. Se> n~tuvo la f¡:;G en fovma purm y tt~ loc&lim) en ésta proteína.• 

la ll...:llv:dad de :.ntk1u•rpo contra il!l F.nt;imoehlll hiatolytica. 

Sfl dil!C'Otton loo r~e1ultacloa •1htenidna y hl ventaja de la técnica 
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