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Monografia."PROTEINAS PLASMATICAS, SERICAS Y EN OTROS FLUIDOS
CORPORALES. PROTEINOGRAMA Y ALTERACIONES. CUAN-
TIFICACION Y SEPARACION DE DIFERENTES FRACCIONES".
Introduccién.
El conocimiento de las proteinas del plasma se inicid a media-
dos del siglo pasado desde el punto de vista fisicoquimico, --
con el estudio de sus caracteristicas de solubilidad. Con el
tiempo con la ayuda de diferentes métodos analiticos se fue--
ron ldentificando algunas de las distintas fracciones existen-
tes en el suero. '
Starling en 1895 hizo investigaciones con referencia a la pre-
sién oncética de las proteinas, 8sto fud el inicio de su valo-
racién en fisiopatologia, asi como en inmunologia a través de
los trabajos hechos con relacién a la concentracifn de sueros
antitéxicos -y de aquellos que mostraban gierta relacidn con
los anticuerpos cuyo conocimiento estaba también en sus prime
ros pasos.
La importancia de sus alteraciones en patologia hwnana se de-
sarrolld principalmente a partir de la segunda y tercera déca
das de nuestro siglo al generalizarse la técnica refractomé--
trica y la de fraccionamiento segiin Howe; interés que se ha -
incrementado en los (ltimos afios gracias al impulso dado por
los métodos electroforéticos que permiten peaiizar el examen -
del proteinograma como un elemento mis, de la quimica clini-
ca.
El presente trabajo monografico intenta reunir la informacidn
disponible sobre el tema y facilitar la revisién del mismo a

quienes deseen proseguir su estudio.



1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION DE LAS PROTEINAS EN LOS
FLUIDOS CORPORALES

Las proteinas del plasma han sido objeto de estudio e investi-
gacidn por bioquimicos y clinicos, ya que comprenden a un gru-
po de substancias con gran variedad de funciones y propiedades
bioldgicas muy importantes. )
El plasma es el medio ¥viscoso a través del cual los glébulos
rojos son transportados y alimentan a los diferentes tejidos
del orgénismo, reflejo y guardian del medio interno, que a tra
vés de millares de componentes contribuyen a los requerimien--
tos de nitrdégeno, asi como a las defensas contra la invasidn y
ataque de cuerpos extrafios y al mantenimiento del pH del cuer-
po, adem&s del balance osmdtico y regulacién de la actividad y
funcidn celular.

Como componentes de un sistema metabdlico dindmico, las protei
nas del plasma varian en diferentes enfermedades y su determi-
nacién y fraccionamiento ha sido objeto de estudio en los 41ti
mos cien afos (26).

1.1 Historia

El estudio del suero fué conocido desde la antiguedad observan
do 1la sinéresis o retraccibn del codgulo y refiriéndose al he-
cho de que la sangre poseia poderes curativos y de rejuveneci-
miento.

As? los egipcios se bafaban con sangre y los romanos bebian -
ésta de gladiadores muertos, sin embargo los hebreos sanciona
ban el hecho de los "bebedores de sangre' y escripulos reli-

giosos similares se levantaron en contra de los primeros inten

tos de transfusibén sangufinea.



Hugho tiempo despuds, las funoiones del plasma fueron conoci-
das ¥y las protefnas fueron satudiadas debido a su gran valod

y floil adslamiento.

maf 1a albimina del susero y fibrina d= La sangre fueron anali-
pndas por Lisbig v Mulder a finales de 1830 introducigndo &l -
thrmine de protefna que proviene del griege protos que signifl
ca lo primsro.

El estudic de los componentss del susro empazd hace cien afios,
suandeo vardos investigadored observaron uh precipitadce sobrs -
una eolucifin Ligeramente asidificado.

Panus en 185] designd a dicho precipitads como casefna del sue
ro; para diferenciaria de la ya descubierta alblmina del sus=-=
TS,

Schmidt en el mismo afio, di8 el nombre da globulins s la frac
cifn protfica insolubla que precipitaba ¥ erda similar & la ob-
tenida con solucils d& cloruro de sodio y mds tarde otrom in——
vegtigadoras smplearon diferentes zales para la precipitacifa
de estas globulinas,

El usg d& la precipitacifin freccionada con sulfato ds amonio
coma un sdtods de separacifn de protefnan del suerc e8 atri--
bufdo a Hofmelster.

Un procedimiento para la cristalizacifn de alblmina dal susro
de caballe por precipiteacidn por eate mtode Fu2 reportado en
1§%h.

En 8l transcurso de esta centuria, se observd que las globu--
linas totales podian sar fraccionadas por diflisis contra ---
agua y por precipitacifin salina.

El término de euglobulina fuf utilizado para la Fraccifn gque
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precipitaba por diflisis contra agoa entrce 0.28 y 0. 313% da sa-
turacifn con sulfato de amonis,

El términe seudaglobulina, & la Fraccifn que precipita antre
B.3% y 0.48% de saturacidn con sulfato de amonis.

His tards, uns serie d= térmircs fusron desarrollados y otros
procedimientos fueron descrites,nc ms de esorprender, gue al ==
fracoisnamisnts da mezelas complejas de proteicnas camp lo &8 -
el susro ha aido suy oomfuso, aspecialmante previo &l desarro-
1lo de aparatos [isicoquimicos para la caracterizacifn de las
diferentes fracclones.

Entre los afios coagrendides & 1920 3 1838 fraceionamiantca da
suero tdles como el de Hows oon sulfato de sodio fusron agre-
gados al manual de laboratoris clinico, y el interds sn la v
riacifn da los componentes del plasma en enfermedades ful des
pertands inguietud por los fnvestigadaras.

Log tdrminos de suglobulina y peeudoglobulina fueron redefi-
nidos por Hows en funcifn de la solubllidad gue pressntaban -
con salucionss de sulfato de sodio, muchos otrcs sistemas de
paTACterlEacibn de las protainas del plasma por precipitacifn
fraccionada con sdles fuaron propusstos, asi mismo ctros ndTO
dod de precipiteciSn fusron estudiados por Cutmas (78).



2. CONERALIDADES OF AMIMOACTDOS, FROTEINAS Y U METAROLISMO.
Las protafnas estdn Formadas por wnidades de l-aminofcidos, -
los cualen s& unan por &1 snlacs plpt.'.'diuu coma 56 rlul-ltn a

wontinuacifn: g
s B = “H
En la figera R represa

puede ser uno de los 73 grupos posibles, Estos se dispoman al

ternados & cada lado de la cadena, si se unen dos aminodcides
constituyen on dipfptido, tres un tripéptido y muchos de ellos
formardn un poliplptida. [l peso molecular de las proteinas
pecila sntre 5,000 y michos millonee; a pesar de tanta coaples
jidad ss ha logradc determinar la sacusncia de los andinodci--
dos de varias proteinas.

Las proteinas @& dividen en dos grupos genarales:

[.- Tibrilares y II.- Slobuolares

Las proteinas fibrilares, estdn formadas por cadenas filamento
sas unidas laterdlments por diferentes tipos de snlaces para
formar una sstructura estable s inscluble, ejemploa de ellas -
geon la gqueratina, la micsina y la coligena, las protelnas glo-
bulares son de configuracifn eliptieca, con gran cantidad da do
bleces & lo largo de la cadena polipeptidica, las biolSgica--
mantes activids como los antigenca y las ensgimas son proteinas -
globulares.

Linud Pauling del Instituto Tecnolfgico de California, recibid
el premic Mobsl en Quimica, por su contribucifn al conocimien-
to sstructural de las protefnas por estudios hechos cop rayos
% da protelinas nativas y polipdptidos sintévicos, proponisndo
und sEtroctura que reaprécsents la mixina sstabilidad tefpica, -
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an 1la cual se consideraron las restricciones estersoquimicas -
utilizande las longitudes da los enlaces y¥ Angulos da unifn ne
ceparios; esta estructura se le denomina hdlice alfa.
Conteniendo aminofdcidos en forma espiral, sy estabilidad se -
mantlene por pusntes de hidrdgenc, entre los grupos carboxiio
¥ los imino d= cads tercer residuo peptidico a lo largo de la
cadena, contenfendo 3.6 residuss de aminofcidos por cada woel-
t& complata del espiral.

Orro tipo de astructura s la configuracidn encoantrada en la -
#ada, en ¢l misculo y en 188 filras contrlctiles, agquf dos o -
mis cadenas setln unidas lateralmente por pusntes de RidrSgenc,
obeorvindose sstructuras ordenacas o eristalinas.

Para definir & una macromolfoula complionda como lo em una pro
telna se han seflalado cudtro nivelss sstructurales blasicos:
Eatructura Primaria.- Que representa la combinacifn do los amd
nodcidos en una ordanacifin caracteristica por medio de uniones
pepsidicas.

Estructiupa fecundaris.- Con este término se designa la sstruo-
tura alfa helicoidal en direccifn de las smsnecillas del reloj,
la espiral sstd sstabillisada por puentes de hidrfgenc entre --
los gropos carboxilo e imipo de las unjones peptidicas.
Esiructura Terciaria.- ©on objefo de comprimir LA larga cads
na espiral en forma globular, se efectlan enrcllamisntos o do
bleces para dar una sstpuctura rigida compleja, la estabili--
zacifn de eita estructurd se debe & diferentes redactividades
sntre los grupss E de los residuos aminodcides.

La astructura terciaria es importante para determinar la as--



tructura fina de una proteina, y puede contribuir a la determi
nacién de las propiedades cataliticas especificas en las pro-
teinas biolbgicamente activas.

Estructura Cuaternaria.- Define el grado de polimerizacidn de

una unidad protéica, este tipo_de estructura se encuentra habi
tualmente en las enzimas reguladoras.

Ademds se agrupa a las proteinas basindose en su estructura o
funcién en:

Proteinas estructurales.- El miembro mds importante de este —--

grupo es la collgena de la Piel, cartilago y hueso, compuesta
de haces paralelos de fibrillas individuales muy insolubles -
en agua, formadas de aminodcidos poco comunes como glicina, -
prolina o hidroxiprolina. Cada cable est& formado de tres ca
denas polipeptidicas retorcidas paralelamente en un sistema -
helicoidal izquierdo, de tal forma enrollado que constituye -
un conjunto e tremadamente fuerte con una superh&lice dere--
cha que se mantiene estable gracias a los enlaces de hidrbge-
no entre cadena y cadena.

Proteinas contrdctiles.- Se encuentran en numerosos tejidos,

en el mlsculo, 'mitocondrias y cloroplastos, la proteina con-
trictil més investigada es la del mlsculo esquelético y estd
compuesta de miosina (globular con peso molecular aproximado
de 600,000) y de actina, proteina fibrosa que puede asumir -
forma globular. La actina se denomina actina-G y solamente
es estable en soluciones de baja fuerza idnica.

Anticuerpos.- En el plasma sanguineo, existe un grupo de pro
teinas conocido como gammaglobulinas. Algunas de &stas se --

originan en el bazo y células linfaticas, como respuesta a un
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material hetarSlogo Llamade antigeno, las protainas neoformadas
52 llaman antiouerpos, posesn SStructura tarciaria estabiliszasda
por las interacciones entrs fus cadenas laterales.

Proteinas sanguineas.- Ademfs de las gammaglobulinas, hay ===
otros tres tipos de protafnas que juegan un papal &n la conser
vacilin d& la vida de los vertebrados, al primer grupo es &l d&
laz albfminas que representan £l 50% do las protelnas plasslti
cas totales, juvegan wn papel relativamenta pasivo en 1a conser
vacifn dea la vida de los vertebrados, &l primsr grupo as el de
las albfiminas que represantan el 50% de las protefnas plasmdti
cas totales, jusgan un papel relativaments pasivo, mantisnen -
la presifn cssftica de la sdngre, tiens capacidad swmortigeado-
ra del pH. La sercalbimina tiene on peso moleoular de 67,000
g6 globular tipica con una cenfiguraci®n alfla helicoidal baja,
¥ Su estrudtura es terciaria.

2.1.- Ant is [ ]

El conocimiento del metabolisso de aminolcidos y protefnas, tis
ne suf based en lac primerad Lnvestigaciones hechas sobre ou--
tricadn.

En 1916 Oeborne y Mendel, demostraron quse la rata requeria de
dos aminodcidos en la dieta triprofanc ¥ lisina. Posterlorsen-
te Rose de la Universidad de Illipois demostrd que se necesita-
ban ademfs otros ocho aminclcidos con cardcter de indispensa--
bles.

La segunda guerr4 sundial proporciond sl sstimulec y material -
necesarios, pard identificar los aminclcidos requeridos por el
honbre, s# hicieron experimentos & base do sdministrar una dig

ta sppecial a woluntarios masculinos, mantenifndclos en egquili

brio nitrogenado.



Estes estudios demostraron que la lisina, triptofanc, fenilalas
nina, treonina, valina, meticnina, leucind, & isoleucina, eran
indispensables.

!.I dlce que un anaividus o animal estin en equilibrio aitrogena
do,; cuando. el nitrfgeans consumids por dia an la diets &8 i--
gual a la cantidad de nitrfgens sascretade; se puede medir fa—-
ellments ai s aduinistra una dista sinvltica copstituida por
una mezcla de ellos, sntonces =1 nitrfgens sscretade se cuan-
tifica tante en la orina como en las heces.

Un animal sdultc pusds mantensrés &8 eguilibrio nitrogenado,
gl se le proporciona una cantidad de nitrdgenc adecuada para
mantensr sus minimas necesidades metabflicas, sin eabargo, --
eate nitrdgeno no pusde proporcionarse simplemsnte como NH, -
#ino que debe ingerirse en formai de aminolcidos indispensa---
bles. 81 &n la dieta se& onite alguno de ellos, el animal de-
gradard las proteinas de sus tejldos para sus necesidades y -
al balamce nitrogenadc serd negativo, o ssa, =1 nitrdgenc es8-
epetads @n la orina ¥ heces serd supsrior al proporcionado an
la dista, cuando el aminofocide omitido se afiade a la diera al
individuo voelve mievaments & su eguilibeie.

La fisbre y las anfarmedades on pgeneral, colocan al individuo
en un balance nitrogenado negativo, asl como una dista nitro-
genada (nadecuada.

For otro lado, un animal en crecimiento que continuamente as-
td aumentando la cantidad dé proteinas de su cusrpo, tendrd -
un balance nitpogenads positive, & sea, gue 1a cantidad de ni
trégene que tomA e% mayor & la cantidad escretada.

Como una consecusncia importante dentro de los trabajos nutri
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cionales realizados, en cuanto a log anincdcidos indispensa-
bles, e obiervd que los animaless no podiam slaborarlos, por -
lo menoa en la cantidad Teguerida.
Fodemos formularnos la pregunta: los andmales carecen de la oa
pacidad mecesarisa para alaborar &l ssqualeto carbonado de an--
toa aninofcidos indispansableal; la respuasia aparsntemente a8
que 8f, ya que si & un animal al Gue se le proporciona une dig
ta carentsa en fenilalanima, por ejenpls y Esta se sustituye --
por Acido Tenil pirfvieo, =1 cetollcido anflogo de la Fenilala-
nina, la difleulrad estd en la wintesis de anilleo aromdtico --
gue posees el aminclcide; puede conclufrse, que cisrvos tlpos -
de sigueletos carbonados no son fAcilmante mintetizados por --
los animales superiores.
Fussto gue sclamgnie la mitad de los sninodcidos naturales --
son {ndispensables para los snimalas, sa vE& claremsnte gue ol
reete puede Ser sintetizado, A #Etos andnofcidos se las llama
5.
La nfinteais no incluye solamente la formacifn del esgqualeto -
carbonado sino tambifin la transferencia de Stomos de nitrdge-
no de los aminoficidos de la dieta para completar los aminofici
dos indispensables; por sonsiguients las reaccionms llilhﬂlil--
oas 8e referirfn a la sinvsais de los eaquelstos carbonados -
de low sminodcidos dispensables ¥ a la manera por medic de la
fual Edtes aminoBcidos sdguieren loa Htcscs de nitrdgenn (6).
Responsable de La Inanicifn,- Existe un sindrome llasady ----
Fiwaskiorker® muy oomdn en los trépicos en donds vivem ingi--
riende una adecuada dieta en calorias pero deficiente en pro-

taina animal, este padecimdento estd caracterisado por anemia,
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aumento de peso, edema y otras alteraciones; es especialmente
severa en nifos.

Cuando un individuo ingiere una dieta baja en proteinas pero -
caldricamente adecuada, declina lé excrecidn de urea y de sul-
fatos orgénicos e inorgdnicos, la pérdida de &cido {rico dismi
nuye en un 50%, la eliminacién de creatinina no es afectada y
la excrecidn del nitrdégeno total sufre una baja de 3.6 gramos -
al dia durante la inanicidén. En el caso de que la dieta sea --
calbricamente inadecuada, se provocard un balance nitrogenado
negativo producido por la deficiencia de los aminodcidos esen-
ciales.

En una dieta inadecuada en calorias los promedios de excrecidn
de nitrdgeno de urea son cerca de 10 gramos por dia ya que las
proteinas se catabolizan para obtener energia.

La mayor parte de la proteina metabolizada durante la inani---
cidén completa proviene del higado, bazo y misculo asi como del
corazdn y cerebro.

La glucosa de la sangre baja después de una disminucidn consi-
guiente del glucbgeno del higado manteniéndose abajo de los --
niveles normales produciéndose sindromes hipoglucemiantes por
gluconeogénesis y cetosis. En este caso el cerebro empieza a
utilizar cuerpos ceténicos para obtener energia y la grasa neu
tra es rdpidamente catabolizada.

Por lo anterior, el balance nitrogenado no se debe mantener --
por debajo de los diez aminodcidos esenciales; aunque la histi
dina y la arginina no son esenciales, si se requieren para un
crecimiento normal.

Otros aminodcidos en el cuerpo pueden sintetizarse en vivo --
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dentro del organisms, on cantidad suficilente por aminasiln o -
interconversifn en =1 metabolisss de carbohidratos y grasas.
Cuando cualquiera de los aminodcides necesarios para la sinte
gis de una protelina &8 inadescuado, la proteina no se sinteti-
za, entonces loa otros animodcidos que vienen =n las protelnas
son desaminados y sl nivedgeno excedente se secreta en forma -
de urea, ésto &f probablemente la rasfn del balance nitrogena-
do pegative cuands un ailmples aminodoido esencial s= omite &n -
la dieta (5).
Digestibn an a
Laz proteinas corporales eatdn fornadas por @3 aminofcides di
ferentes, 11 de lod cusles e sintetizan en ol organismo ¥ 10
pon considerados sssnciales por vanir necesariamente en la =-
alimentacidn ya gué el organisss no los sintetiza (10},
Las protelfnas som digeridas directamente de loa alimentos gua
&8 COnEumen, su cAtabolismo se inicia en el estimagd por ag=--
cifn dea un grupc de sncimas gue s= activan en presencia del -
dodde clorhidrico del juge gistrico, sstas sniimas son sl --
pepaindgenc que B& transforma & pepsina activa ¥ 18 gastricsj
na, #stas transfomman a las proteinas a protecsas, petonas y
polipdptidos (103,
HMamf faros jdvenss secretan renina la cual hidroliza parcial-
mente &l cassindgeno (proteina de la leche) dindonss casslina
soluble, que en presencia de sales de calcio se forma un colge
lg de cassinato d¢ calcio el cual &5 rapidamenta digeride snEi
mAticasente. La ewistencia de renina en el humane no ha side
bign sstablecids, de tal modo, que este papel #4 Atribuye a -
la pepaina (15).
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La digestidén continda en el intestino, ahi los productos de de
gradacidn por la accidén enzimltica de la tripsina y quimiotrip
sina provenientes del jugo pancredtico y carboxipolipeptidasas
del jugo intestinal se reducen hasta polipéptidos y algunos --
aminodcidos.

Finalmente los polipéptidos por accidn de aminopolipeptidasas
y dipeptidasas del jugo intestinal se hidrolizan hasta amino--
dcidos (10).

Protefnas - _ Proteosas

. [ S ¢ PR
Nucleoportelna pepsindgeno pepsina _ Peptonas
7

Colégena Polipéptidos

Tripsina quimiotripsina carboxipolipeptidasas

Caseina Polipéptidos

dipeptidasas _Aminodcidos

Aminodcidos aminopeptidasas

2.3.- Digestibfn de nucleoproteinas

La parte protéica es removida de las nucleoproteinas por el &dci
do clorhidrico del estémago y digerida con las otras enzimas -
del alimento.

Los &cidos nucléicos libres son hidrolizados enzimiticamente
primero a nuclebtidos en el intestino por las nucleasas pan--
credticas, los nucledtidos se rompen en nucledsidos y &cido . -
fosforico por medio de enzimas que est&n localizadas en la luz
ael intestino (5,15).

Los productos finales de degradacidn son pentosas, purinas y

pirimidinas las cuales son absorbidas y catabolizadas a través
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del metabolismo de los &cidos nucléicos (15,5).
2 4 AMINOACIDOS.

2.4.1.- Absorcidn de aminolcidos

La absorcéén de las proteinas en el aparato digestivo después -
de que han sido hidrolizados por las enzimas digestivas y libe
rados como aminodcidos, se lleva a cabo dentro de los capila--
res del intestino y entran a la circulacidn portal para ser --
acarreados a la circulacidn general y al higado (10,15).

En sangre y en liquido extracelular se encuentra una pequefia
cantidad de amino&cidos, su concentracién total es aproximada-
mente de 30 mgs/100ml.

Dicho de otra forma, la concentracidén de los 23 aminodcidos es
s6lo 1/3 de la concentracidén de glucosa, esta disminucibén se -
debe a que los aminodcidos son absorbidos por las cé&lulas con
gran rapidez (10).

La absorcién es mds r&pida que una simple difusidn, por lo --
que puede esperarse que estdn involucrados procesos activos -
(10,5).

Después de la ingestidén de las proteinas en la dieta, hay un -
aumento transitorio en el contenido de nitrégéno de los amino-
dcidos de la sangre portal, los aminodcidos son metabolizadoé
més rapidamente que sus isémeros, los cuales son aparentemen-
te absorbidos solamente por difusién pasiva.

Hay tres tipos de transporte, uno que transporta aminodcidos
neutros., otro aminodcidos bdsicos y otro prolinas, hidroxipro
linas y algunos otros de ellos.

La absorcién de aminodcidos es ripida en el duodeno y yeyuno -

pero baja en el ileo, aproximadamente el 50% de las proteinas
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digeridas provienen de la comida ingerida, 25% estan contenidas
en los jugos digestivos y el otro 25% son de las células de des-
camacidn de la mucosa, algunas de las proteinas ingeridas en---
tran al coldén y son eventualmente digeridas por accién bacte--
riana, la protefna en este caso no proviene de la dieta pero -
si de bacterias y residuos celulares.

En nifios algunas de las proteinas no digeridas son también ab-
éorbidas, los anticuerpos proteinicos contenidos en el claustro
materno, contribuyen a la inmunidad pasiva de los infantes con-
tra las infecciones entrando a la circulacién del intestino, -
proteinas extrafias que entran a la circulacidn provocan la --
formacién de anticuerpos y la reaccién inmunolégica ocurre so-
bre subsecuente entrada de mayor cantidad de proteinas, lo que
puede causar sintomas alérgicos.

Esta es la evidencia de que las células de la mucosa de los ani
males jévenes absorben completamente a las proteinas por pino-
citosis y éstas son las células maduras que normalmente pier--
den la facilidad de absorber las proteinas por este proceso.

La situacidn es probablemente similar en humanos; los nifics --
son con frecuencia alérgicos a las proteinas alimenticias como
las presentes en el huevo, esta respuesta va disminuyendo a --
través del crecimiento, sin embargo, algunos adultos desarro--
llan sintomas alérgicos después de la ingestién de ciertas co-
midas y en estos individuos la absorcién de la proteina total

persiste presumiblemente (15).

2.4.2 Reserva de aminodcidos. Intercambio y sintesis de las pro
tefnas. .

Los aminodcidos después de su absorcidén dentro de la sangre, -

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

Al mismo tiempo muchas de las proteinas tisulares (proteinas
estructurales y funcionales) continflan desintegréndose para
dar aminolcidos, los cuales al mismo tiempo entran en la circu
lacidén y forman parte de la llamada “"reserva de aminolcidos”,
este rompimiento de proteina se lleva a cabo en gran escala.
Ninguna distincién funcional existe entre los aminodcidos que
derivan de la comida y los que se obtienen de los tejidos, de
la poza de aminodcidos comunes, son tomados por las células -
(cada célula de acuerdo con sus necesidades especificas) para
ser construidos a la estructura celular requerida.

Si una célula toma tantos aminoldcidos como los que pierde ----
existe lo que se llama un "equilibrio dindmico", si la pérdida
es mayor, las células se alteran y destruyen, si la ganancia -

2
es mayor las células crecen.

Proteinas
corporales
‘ Poza de aminodcidos

escrecidn e/// Proteina
urinaria inerte
(pelo, ufas)

. -2
ransaminaclo
& >

creatina

purinas y hormonas eminacién

pirimidinas
desaminacién) Poza-
Metabdlica
NH
3 Comén.
Urea

El grado de sintesis de proteinas puede ser calculado de acuer
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do al grado de incorporacidn del nivel isotdépico de aminodci--
dos.

En animales experimentales esta interconversién se ha calcula-
do y se ha visto que es mayor en mucosa intestinal, después --
de rindén, higado, cerebro y misculo.

Cada especie proteinica constantemente es perdida y resinteti-
zada a un grado caracteristico, algo de esta interconversidn -
refleja la renovacidén de las células y reemplazamiento de pro-
Lelinas secretadas como sucede en la mucosa intestinal.

En el hombre, el intercambio de ppoteina envuelve el rompimien
to y resintesis de 80 a 100 g de tejido proteinico por dia, --
cerca de la mitad ocurre en el higado, en un promedio general
las proteinas del plasma son completamente reemplazadas cada
15 dias.

La poza o reserva de aminodcidos no tiene una realidad anaté-
mica, pero representa una habilidad de construccidn de unida-
des de amino&cidos.

Asi la reserva contiene no sblo todos los aminoidcidos libres
de la sangre y fluidos biolbgicos, sino también aminodcidos -
los cuales habrédn sido liberados por el rompimiento de una --
porcién de las proteinas tisulares.

La reserva constantemente sufre disminucién debido a:

1).- Gran escala de desaminacidn, en donde los grupos amino
son transformados a urea, dejando un residuo no n;trogenado.
2).- Aminodcidos y derivados tales como creatinina que son per
didos en orina y otras secreciones bioldgicas.

3).- Los aminodcidos continuamente deben de formar proteinas -

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

De otra forma, la poza de aminodcidos estd siempre siendo resta
blecida, por aminodcidos derivados de:

1) .- Reaminacién de ciertos residuos no nitrogenados

2).- Aminacidén de fragmentos apropiados derivados de carbohi-
dratos y rompimiento de grasas los cuales estdn presentes en la
reserva metabdélica comin.

3).- Aminodcidos provenientes de profeinas de la dieta, absorbi
das a través del intestino hacia la sangre.

A estos cambios se les ha designado como "metabolismo continuo
de aminodcidos".

Los residuos no nitrogenados los cuales quedan libres posterior
mente a la desaminacién de los aminodcidos se usan en algunos -
otros caminos metabblicos.

Los aminodcidos formados por rompimiento enddgeno de las pro--
teinas no tienen el mismo camino de aquellos derivados de pro-
teinas ingeridas, é&stos (ltimos constituyen la reserva comin -
de aminodcidos que suplen a las necesidades del organismo.

En el riiadn, la mayoria de los aminodcidos filtrados son reab
sorbidos pero en enfermedades tales como el sindrome de Fanco
ni de aminoaciduria, se presenta un defecto en la absorcidn de
los t@bulos renales provocando la presencia de aminodcidos en
la orina.

Asi podemos decir que la sintesis de proteinas es mayor que -
el rompimiento de ellas a todas las edades, que existen, ya -
sea por el pelo, por la orina en forma de hofmonas protéicas

y proteinas no absorbidas, que provienen de secreciones di--

gestivas y secretan por las heces.
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A versi telnas an i dos
Todas las cflulan sintetizan mis protelinas gqus las indispensa-
bles para msantaner la vida, de ssta manera §i se necesitan ==-
amincdcidos &n otre sdtio del cusrpo, algunas proteinas celula-
res pusden traniformarse en aminocidos y ser Transportados --
an Tal forma, sste proceso <5 catallzade por enzimas 1llanadan
“catepsinas® que existen =n todas las c#lulas sobre todo en -
1os lisosomidi, la cantidad de protslnas en las células dapan--
de del equilibrio entre la sintesis ¥ la destruccibn, incluso
las protelnas yus circulan en la sangre pusden ser tranafor--
madas s aminodcidosa, puss las absorbon las cElelas cetioulo--
endotelialed ¥ quizd otras. Las sneimas que contienen, las --
degdoblan tanhiln a deidos aminacdas.
Por el cambio constante de sllow, las proteipas en todos los
tejldos dal cusrps 5e mantisasn en sgulibrio moderado sntrs
=X,
51 ee pisrde proteina de un tejido o del plassa sanguinec, -
gran parts d& las pressntes an &l Teato del cuerpo se convier—
ten an aninodclidos qgue son tranaportados al sitio an que se
necesitan para formar otras nusvas, exictiends asf un equili-

brio entre anindlcidos y protelnas plasmfticas (10).

2.4, UellizaciSn de ami ra la sintesis

uimicas neces o G .
Canl todas las reacciones metablfilicas en las célulan necesi-—-
tan de dubdtancias guimicas aspecisdles para sfectuArss y 1a -
mayor parte de ellas sa sintetfizan con aminofcidoa (10).
For siesplo, la contracciln muscular, exige de ran cantidad

de adenina ¥ creatina, las células ssnguineas neacesitan abun-
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dante "hem" para formar hemoglobina ¥ 1ol rifiones regquioref ==
abundante glutamina que ae utiliza en la elaboracifn de amonia
o0, la mayor parts de estas substancids son sintetizadas a4 pag
tir de los amimodcidos, asf missc, suTe &5 el origen de muchas
hurssnas secretddas por glisdulaz enddcrinas, 2ntre sllas adre
nalina ¥ tiroxina, formadas a partir de la virosina, histasina
elaborada a partir de la higtidina, diversas hormonas hipofi--
siapias qua son proteinas de tamaho grande, la hormona parati-
roidea gue consiste de una proteina pequefia ¥ la insulina un -
polipiptide de cadena muy larga (10).
o ejemplo de wiilizacifn de aminddcides Io podemos ejeaplifi
car oon la ingestifn de glicina, sn 8] cual =« marcan con isd
topos los Atomos de carbons ¥ altrdgenc. Despufs de la absor
cifn de las megclas de la glicina, ls marcada y la ya presen-
+te an los flufdos crginicosn, e sstudian los camhioe sufridos
por mite amipoBcido; se ha comprobado asi gua suceden como Bi
Eue!
1).- Algunos aminnicidos son incorporados a las protefnas de
loa tejidos o del plassa a grados variables con cadsa protelna.
2},= Otros son wtilizados para la construccifn de compusstos —
no protefnicos que contienen glicins, como parte de su estruc-
tura. [j. glutatifin, dcido glicocdlico y fcide hipdries.
11.= Alguncs de =llos con copvertidos reversiblenante & ami--
noficldos como serina ¥ cistina.
).~ Otros son usados en la sintesis de constituyentes en los
cudles la glicina o8 un precursor especifico. C: ereatina,
hem, pigmentos biliares, purinas, colina (probablements por -
via serinal.
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5).- E1 sobrenadante es desanimado, el amoniaco es convertido
y excretado como urea o usado para aminacidn de varios cetod-
cidos para formar otros aminodcidos e indirectamente excreta-
dos como iones (NHH) en la orina. .

6).- E1 residuo no proteinico que resulta de las reacciones de
desaminacidn es asi mismo desasimilado como 002 y HZO’ produ--
ciendo energia o convertido a glicbdgeno o glucosa (15).

2.4.5.- Vias metabdlicas especificas de los aminodcidos.

En adicidn a la formacidén de unidades de todas las proteinas -
en los tejidos, incluyendc a las enzimas y muchas de las hormo
nas, los aminodcidos tienen especial funcién en la formacidén -
de otros componentes del cuerpo, algunos de ellos con funcio--
nes metab8licas especificas muy importantes (15)

Metionina, cistina, cisteina son aminodcidos que contienen azill
fre provenientes de Coenzima A, taurina y otros compuestos bio
16gicamente activos.

Metionina es convertida a S- adenosil- metionina, la cual es
activada por un agente metilante en la sintesis de compues-
tos tales como epinefrina, acetil colina y creatina, ésto re--
presenta la mayor donacidn de grupos metilo activos los que --—
pueden a su vez ser sintetizados de un derivado del &cido fér
mico enlazado a derivados de dcido fdlico y cianocobalamina.
Los aminodcidos que contienen azufre como metionina, cisteina
y cistina son las fuentes de obtencidén de los sulfatos en la
orina, aparte de trazas de vitaminas c¢onteniendo 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-
¢idn urinaria es en forma de sulfatos acompafados de cantida-
des correspondientes de cationes como Na, K, NHu, y H.

Los sulfatos etereos en la orina y ésteres sulfatados son deri
vados de sulfato orgénico (R—O—SO3H) formados en el higado por
fenoles endSgenos y exdgenos, incluyendo estrdgenos y otros --
esteroides, indoles 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 formacidn de urea, y provee de un grupo amidico para la sin
tesis de creatina.

A la histidina como precursor de la histamina etc.

De los aminodcidos aromdticos 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 aminodcidos indispensables puede ser
convertido irreversiblemente a cisteina, éste es ya un amino--
dcidu dispensable.

La cisteina es rdpidamente convertida a cisteina bajo condi--
ciones de oxidacidén y la reaccibn es reversible bajo condicio
nes reductoras, proteinas conteniendo grupos SH libres como -
la cisteina, frecuentemente es oxidada al correspondiente di-
sulfuro (15).

2.4.6. Obtencidn de la energia por medio de los aminodcidos

Ademds de ser usados los aminodcidos para la sintesis de pro-
teinas y otras substancias quimicas, algunos de ellos se em--
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plean para obtener energia.

El primer paso en este fendmeno es eliminar el radical amino,
este procedimiento se llama "desaminacidén" y tiene lugar en -
el higado, el radical amino eliminado se convierte en amonia-
co que se combina con anhidrido carbdnico y forma urea, la se-
cretada por los rifiones en la orina; una vez mds el higado es
importantisimo en el proceso metabdlico.

Volviendo a las férmulas de los aminodcidos se aprecia que -
al eliminar el radical amino de algunos de ellos, quedan ain
compuestos quimicos muy complicados, ciertos aminodcidos 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 aminodcidos desaminados tienen estructura quimica lo -
bastante sencilla para participar en las reacciones celulares
donde intervienen la glucosa y los cetodcidos.

A menudo se oxidan directamente para formar agua y anhidrido
carbdnico, proceso durante el cual se libera energia, si no se
necesita ésta por el momento pueden transformarse en grasas o
carbohidratos y después utilizarse con fines energéticos en -
forma de ceot&cidos o glucosa.

Proteinas

~r{Substratos quimicos necesarlog)

p—————
. Amino&cidos

» (Proteinas neoformadas)

' 1 Sami (amonTaco)
(aminocdcidos degaminados) amonlacqi‘
urea
AAEEHEEEIP Tureay

A 17 3y
&H20+CO7+energl§ﬁarbohidratosﬁ
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2.5.- Conversidn de Proteinas en Grasas y Carbohidratos

Las células corporales necesitan elaborar aproximadamente uS5g
de proteinas al dia, para substituir las destruildas por el des
gaste natural. .

Si 1la ingéstién de aminodcidos 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 proteinas no se aimacenan en el cuerpo -
como tales, ni cuando estdn en exceso (10).

2.6.- Proteinas Tisulares y su Sinteis

Las funciones principales de las proteinas en las células son
dos principalmente:

a).- Proporcionan casi todos los elementos estructurales

b).- Constituyen las enzimas que regulan las diversas reaccio
nes quimicas celulares, en consecuencia la funcién dependera

del tipo de proteinas que contienen.

Cada célula es capaz de sintetizar sus propias proteinas, re-
guladas por los genes del nlicleo (10).

2.7.-_Regulacién de la Sintesis Proteinica por los Genes.-

E1 nGcleo 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 dcido desoxirribonuclético,
se acepta que cada molécula es un gen individual y que su --
funcién depende de su naturaleza gquimica intrinseca y también
de su posicidén en el filamento cromosémico.

Un gen nuclear regula la elaboracidn de un tipo correspondiente
de &4cido ribonucléico, que pasa al citoplasma celular, tienen -
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una comporlolfn algo distinta del ADN (8cido desoxirrcibonuciéi
co) del gen neclear, loa genas plasmiticos a su vax mcthan ocos
Bo "plantillas” para regular la glaboracifn de protelnas por -
lps pibopomas en =l citoplasma, comso las proteinas dezespefian
las funciones estructurales y enzimiticac celularss, los ge--
net nuclaaras ¥ del plasma regulan indirectaments la funoddn =
Elobal d& la c€lula {10}.

2.8.- FPormacifn de ted ticas

Las principales proteinas del plasma con gran importancia des-
de el punto de vista fisiolSgico son: las alblminas, la globu-
lina 4 el fiboindgena,

Las albfminas crean la presifn oncltica del plasms, lasz globue
linas propesrcichan les cusrpos immupizanteas {anticuerpos) ¥ -
el Fibpinfgeno s¢ utiliza en la codagulacibn de la sangre.

Casi todas estas substancias ae forman on &1 higsdo y deapuls
pasan 4 la Bangre, aAungue una pequefia parte, sobre todo da las
Elobulinas g5 slaborada por oflulas poticulosndoteliales, plids
miticas ¥ linfocitos grands=s.

Lag proteinas plasmdticas gon idénticas a 14 BEyor parts de -
las intracelularas, axcepto qus han salido a 1ls sangre circo-
lante. )
Se ignora =] wmecanismo en virtud del cual salen de las células
hapiticas v plasmiticas, pero an lo que se¢ reflere & los linfo
cites grandes me ha observado que la meabrana celular e rom=
pr ¥ vacia sy contenldo en la linfa, cabes que actide un mecanis
mo samejante en wl caso de lis cflulas heplticas vy plismEticas
(10),
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§.- FISIOLOGIA ¥ PATOLOGIA DE LAS PROTETIMAS.
3.1 Imtroduccidn
So denomina [leiclogia gensral de las protelnas plasaliticas =1
estudio de las modificacionss de sus diferentes fracoionss ocon
gideradas en conjunto ¥ Ein tenaT on cusnta aguellias gque pre--
pentan una funcifn especifica en particular.
El estado metabflico de las proteinas dentro del organiamos es -
16 gue #8 concce como "Proteinemis”™ v Bste pusds ser estableci-
do por msedis da un "Proteinograma®™, greclas a loe mltodos ins-
trumentales qué hacen poaible la determinacifSs ceantitativa de
las distintas fracciones presentes an el plasma.
be scuarde a lo anterior se ha permitide plantear y lareular -
ana ley gensral que explique los puntos acer<a del origen, Beta
bolisms ¥ macanisms &a regulacifin da la proteinemis.
Esta ley permite wna dellnicifn Ffunciondl de disproisinemia y
agocia & Bus alteracionss on tres tipoe fundamentales:
1.=- Ssudoproteinenias.- Conocidas comd [alsas protelnemiass
¥.- Disproteinemisas.- On este grupo estdn incloidas las hipo--
proteinemiies y las hiparproteinemias.
3.~ Papaproteinemias.- Que s refieren a las dliesracionss cus-
litavivas da las distintas fracciones proteinicas (19)

ds las Prote
En sstados da snfermsdad el total de proteinas ¥ la razfn en-
tre las diferentes fracciones protsinicas pusde cambiar cons--
tantTemente.
EL nivel del total de protefnas dal suero hallado en jévenes y
aduiltos de sdad mediana sancs &8 de 6.0 v 5.7 g/100 mil. de sus
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o, =n plasma la pressncia ds Ffibrinfgens aumenta =ste valor
en 0.7 & 0.8 go/i00 ml., una variscifin diurna de 0.5 gr/i00 -
nl refleja pequafics cambios en la razfm earre £1 Liguidso was-
gular y &l no vascular en &l cursoc ds la sctividad diurns.
En estados da deshidrataciédn, pusden aunentar &n un 10 & 186,
ascenso gue se refllsja en todas las fracciones.

Ls deshidratacidn pusdes sstar causada por disminuaién en la -
ingestidn de agus, como ocurre en franca privacidn de &gua o
excesiva pérdida de agua como en wimltos y diarreas graves,
en la enferasdad de Addisoa y Acidosic diabftica, La ocantidad
absoluta do proteimas en suero no varia pero su concentracibn
aumanta a causa de la dismisucifn del vollsen del agua.

En miesloma miltiple el total de proteinas pusde aumgntar a -
nds ds J0g/100 ml. ¥ edte sumento se debs casi por completo &
ila predsncia de niveles seflaladamente elevados de protelnas -
del risloma {formas anormales de globulina gamma), las canti-
dades de las otras fracciones proteinicas pricticamsnte no --
eetdn altersdas.

La hipoprotelnemia psti caracterisada porque los niveles del
total de proteinas estdn por debajo de 6.0 gr/lli0ml, Se& en—
cusfitra en wuchos eatados de enfermedad mo relacionados entre
#f, en ol singrome nefritico pusdsn perderse an la orina gran-
de8 masas de albimina como resultads del escaps de las molécu
las do albfmina a través del ciffn dafado, en sindroms de Te-
teneifn de sal, retorna agea para dilufr la sal retenida, lo
que resulta dilucida de todas lam frapcionsa protefinicas, pa-

gientes con quemaduras Eraves, hemorreglias extensas o heridas
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abiertas plerden grandss cantidades de ellas, «l agua e5 reem-
plazada por &l cuerpo mis ripidamente gue las protefnas y con
allo sa produces una disminucifn en la concantracifn total, wun
perfodo large de baja ingentifn o absorcifn deficiente pueda
afectar al nivel v la composloifn ds las protelnas del seero,
como sucede en el gprue ¥ Otras formas de mala absorcidn integ
tinal, al igual gque la capencia aguda de proteinas (Kwashiop--
kor}, en sstas condicionss sl higade no tiene materia prima pa
ra sintetizar nusvas proteinas dsl susro a Fin da reamplazar -
lag gue B8 han pepdida en &l cambila normal.

En gensral, pusden oourrie cambios mn la concentracidn total
B una, en varias o aflin en todas las fraccionas, tambifn as po
sible gque ccurrancambios mignificatives an lam distintas fraec-
ciones #in cambics en la concentracifin total.

En ocasiones &l médico pusde solicitar sflo upm waler para =1
total de proteinas en BUePD, Ain embargo ea8 mis comdn qua solj
cite los valorss #a las fraccionss de alblmina ¥ al total de
globulinas ¥ de la razfn albfminalglobulina (A/G). En jévenas
¥ adultos Ar ~dad s=disns sanos, la cantidad de albimina puads
variar de 3.8 a 4.7 gfl00 ml. ¥ &l total de globulinas de 2.3
a 3.5 g/l0fml. El intervalo hallado para la rasdn alblminal--
globulins es 4= 1.1 & 1.0 ocon un promedio de 1.5, lss globuli
nas suelen separarse por medio de métodos de fraccionamisnto
salino, perto pusden sstimarce por la sgma 38 Llas fracciones --
separadas elscrroforericanente, las albdminas pusden astimarss
por separadc en wirtud de su capacidad de enlacs con cisrtos -

coloranies.
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3.3. Generalidades

El valor del metabeolismo nitrogenado para conocer la situacidn
clinica de un paciente esté expfesado por medio de las pruebas
clinicas de laboratorio:

1).- Determinacién de urea (nitrdgeno no proteinico)

2).- Cuantificacidn de las proteinas del suero.

El estado dinfmico que existe entre aminodcidos y proteinas se
le ha llamado "equilibrio dindmico” o balance nitrogenado, en
el caso’'del estado de salud, el individuo ingiere la misma can
tidad de nitrégeno que excreta, como las protefnas en las Célg
las constantemente sufren rompimiento a aminodcidos, parte de
ellos se utilizan en la sintesis de nuevas proteinas; en el -
caso de que sea necesaria proteina exdégena los aminodcidos
de reserva (poza metabdlica) se desamina en el higado y son --
usados para las necesidades del organismo, o excretados direc-
tamente en la orina en forma de urea y acido Qrico.

Si la ingestidén de nitrdgeno estd por debajo del nivel requeri
do para mantener las necesidades del organismo resultard un ba
lance negativo.

El casé @ balance positivo se observa frecuentemente en nifos
y mujeres embarazadas pues estan siendo necesitadas gran canti
dad de proteinas,ya sea por formacién de nuevas (neoformacidn)
o exceso de utilizacidn (8).

Ademds que el higado ejerce una accién amortiguadora para los
amino8cidos igual a lo que sucede con la glucosa, cuando la -
concentracidn de ellos es muy elevada gran parte es absorbida
por las céluas hepdticas donde probablemente pueden almacenar-

se.
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Como resultado de &sto, los aminodcidos se encuentran en esta-
do de flujo continuo de una parte del cuerpo a otra; si la éog
centracidén de aminodcidos de las células en una determinada 20
na disminuye mucho, entran aminodcidos 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 hepaticas
a pr tef.nas g mi?iécidos
' aminodcidos - proteinas

aminoécidos Sangre () Proteinas plasmiticas

(:::::::)Célula reticuloendotelial

Investigaciones recientes han comprobabo que las hormonas corti
cosuprarrenales participan en el movimiento de los aminodcidos
de una zoha del cuerpo a otra, ignordndose la naturaleza de es
ta funcidn.

Se acepta que aumentan la permeabilidad de la membrana celular
facilitando su penetracién y estimulan por ello su traslado -
rédpido entre los tejidos, cuando se lesiona una porcidn del -
cuerpo y son requeridos para la reparacién celular aumenta myu
cho la secrecién corticosuprarrenal y la movilidad resultante
proporciona el equilibrio de las proteinas necesarias al orga
nismo.

Cuando la concentracidén de proteinas sanguineas disminuye, pa
ra poder mantener la presién oncética normal, aumenta la ela-

boracidén de ellas por el higado, se ignora el mecanismo de --—
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este efecto que tiene gran valor para mantener la dindmica cir-
culatoria normal, pues si la presidn oncdtica sanguinea excede
de la normal o es inferior a ella el transporte de liquidos en
los espacios tisulares se torna anormal (10)

3.9.Importancia clinica de las proteinas del plasma y suero

La sangre estd constituida por formas celulares de particulas
en suspensibén en un liquido llamado plasma, que es una mezcla
de Substancias orgdnicas e inorgdnicas simples y complejas di-
sueltas en agua.

Si se recoge sangre sin anticoagulante en recipientes con super
ficies.siliconizadas o no polares, el liquido 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 estid modificado
por la presencia de las substanciés agregadas (anticoagulantes)
y por la pérdda parcial del calcjo .enlazada por oxalato en el
caso de usar este anticoagulante.

Si se deja que la sangre coagule, el liquido que se separa se
llama suero, el cual carece de la proteina fibrindgeno presente
en el plasma, pues ha sido transformado a fibrina insoluble en
el proceso de coagulacidn.

En varios estudios clinicos es mucho mids cbébmodo usar suero en
vez de plasma.

El plasma o suero estd constituido en un 9.2 a 9.3% de agua; -
dél 7 al 8% de solutos presentes, las proteinas son las que --
estdn en mdxima concentracidn, 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 clinico, las concentraciones de protei
nas se ddn en gramos por 100 ml. de volfimen del suero (16).

3.8.  Significado clinico de las proteinas del suero.-

Los valorés normales de proteinas totales son de 6 a 8% para
albimina, 3.5 a 5.6% para globulina, 1.5 a 3.1% para la rela--
cibén albtmina/globulina y 0.2 a 0.4 gr. para el fibrindgeno.
La albuminuria es un tipo de padecimiénto que es debido a una
alteracibén de alblimina en el plasma e indica una anormalidad -
del rindn debida a un aumento en el plasma, debida a un aumen-
to en la permeabilidad del glomérulo, la albfimina siendo una -
molécula grande es excretada en grandes cantidades, y la rela-
cibén A/G disminuye marcadamente.

3.8. Relacibén A/G alblmina/globulina en varias enfermedades

Existen cambios en relacién con alblminas y globulinas en --
ciertos padecimientos, en el edema nefritico la alblmina del
plasma se encuentra disminuida por lo tanto hay disminucidn -
en el cociente A/G, en el caso de edema natural y en el beribe
ri la albGmina disminuye y la globulina permanece normal, en
desnutricidn la alblmina dismiuye y la globulina permanece
normal, en mieloma mltiple la alblmina no se altera o dismi'
nuye y la globulina también permanece normal, en nefrosis la
albfimina es baja y la globulina puede estar normal o aumenta
da, en el caso de toxemia del embarazo la albfimina est§ dis-
minGda y la globulina estd@ normal o aumentada.

La cantidad de albGmina es mas importante que la de globulina

en el equilibrio del volfimen sanguineo y en el balance de los
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liquidos después de una hemorragia la globulina es mds rapida-
mente regenerada. La inmunidad depende de la fraccidén globull
nica unida a los anticuerpos.

La desnutricidn es la causa mé&s comin de hipoproteinemia aunque
hay absorcién normal de proteinas no pueden ser sintetizadas en
padecimientos hepdticos, un metabolismo anormal es encontrado
en diabetes melitus, anemia perniciosa y hiperparatiroidismo, -
21 control de la diabetes y el tratamiento de anemia perniciosa
con extracto de higado es seguida de un aumento en las protei-
nas, en hiperparatiroidismo los aumentos de proteinas vuelven
al nivel normal con un tratamiento adecuado, en clncer del es-
témago, del higado y del pancreas se produce una disminucién -
de las proteinas plasmidticas, asi mismo se observa disminucidn
en nefrosis o en estados de nefritis debido a un aumento del -
volumen sanguineo y albuminuria.

La hipoproteinemia en el embarazo puede deberse a inadecuados
hésitos alimenticios maternos con un consecuente consumo de -
energia del feto e hipervolemia.

Ciertos venenos tales como benceno, tetracoluro de carbono y -
fosgeno causan hipoproteinemia debida al dafio hepdtico que --
ocasionan, el tetracloruro de carbono es muy tdxico y ocasio-
nalmente fatal en el hombre; en animales de experimentacidén -
esta accibén es letal, debida al dafio profundo que produce en
el rifndén (16).

Las siguientes enfermedades estdn asociadas con hipoproteine-
mia:

1.- Desnutricién

a) dietaria
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b) endémica y esporddica

2.- En infeccién crbnica, pelagra, beriberi, etc.
3.- Dificultades en absorcién

a) idiopdticas

b) diarreas

c) fistula intestinal

d) céncer del estbmago o del péncreas
3.- Por una utilizacidn inadecuada

a) anemia perniciosa incontrolada

b) diabetes mellitus no regulada.

4.- Enfermedades del rifién

a) nefrosis (todos los tipos)

b) glomerulonefritis crénica

c) rindén amiloide

5.- Trastornos del higado

a) cirrosis
b) céncer

6.~ Dilucibén de las proteinas

a) exceso en la administracidn de fluidos
7.-Pérdida de proteinas por:

a) hemorragia aguda o crénica

b) lesiones cutdneas, quemaduras extensas
¢) shock quirlrgico traumdtico

8.- Trastornos del corazén

9.- Hipertiroidismo

10.- Envenamiento crénico

a) benceno

b) tetracloruro de carbono

c) fosgeno (gas de guerra)

d) fésforo

11.- Toxemias del embarazo .

La hiperproteinemia con disminucién simultdnea de albéminas y

con aumento en las globulinas ocurre en enfermedades del higa

do tales como cirrosis, clncer, hemoconcentracidn, etc. junto
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con arrosis y glomerulonefritis aguda siendo la causa mds comin
en tales cambios.

La hiperproteinemia esta relacionada con hiperglobulinemia ya
que las estructuras reticuloendoteliales son se supone el si-
tio 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 estpucturas como sucede en leucemia monocitica aguda, --
mieloma mGltiple y Kala-azar.

Ocurre hiperproteinemia en infecciones crdnicas, especialmente
aqﬁellas de naturaleza supurativa tales como abscesos del higa
do, bronquiositosis, tuberculosis, ostiomielitis crénica, endo
carditis, lupus eritematoso diseminado y periartritis nudosa.
En estados de deshidratacidn la alblmina estd aumentada sélo
temporalmente en estados iniciales de deshidratacidn después

de que las globulinas han sido aumentadas temporalmente.

El edema de deshidratacién se explica como sigue: la alblmina
se plerde y la dilucidn de la fraccidn remanente ocurre cuando
se inyecta solucién salina u otros fluidos resultando insufi---
ciente la presién oshética que ejercen las proteinas para pre--
nir la formacién de edema.

Los siguientes padecimientos estdn asociados con hiperproteine-
mias

1. Deshidratacién debida:

a) ingestién insuficiente de agua

b5 pérdida de fluidos.

¢) obstruccibdn intestinal y fistula

2.- Diarrea, especialmente en nifios
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3.- Célera

4.- Acidosis diabética

5.- Vémitos

6.- Calenturas

7.- Insolacién

8.- Infecciones fulminantes

9.- Enfermedad de Adisson

10.- Enfermedades invlucradas con el sistema reticuloendotelial
11.- Mieloma mdltiple

12.- Leucemia monocitica

3.- Infecciones crdnicas

a).- Supurativas

b).- Tuberculosis ulcerativa

c).- Sifilis

d).- Linfopatia venérea

e).- Endocarditis bacteriana aguda
f).- Malaria

g).- Enfermedad de Hansen (lepra)
h) .- Kala-azar

i).- Shistosomiasis

j).- Filariasis

k).- Tripanosomiasis

4.- Enfermedades crdnicas inflamatorias(de etiologia desconoci-
da.

a).- Periatritis nudosa

b) .- Lupus eritematoso

c).- Artritis reumatoide
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d).~ Sarcoidosis

5.- Enfermedades del higado

a).- cirrosis del higado tempraﬁa

b) .- céncer primario de higado

Existen ciertaa enfermedades en que se presenta hiperglobuline-
mias con hipoalbuminemias simultineamente:

1l.- Enfermedades del higado

a) ecirrosis

b).- cirrosis primaria

c).- cirrosis secundaria del corazén

d).- clncer

e).- céncer primario

f).- céncer metastltico

2.- Nefritis Glomerular Aguda

3.- Combinacién de dos enfermedades, una causa aumento de glo-
bulinas y la otra disminuye la alb@imina, como:
l.- Con aumento de globulina

a).- Sifilis

b).- Tuberculosis

¢).- Linfopatfia venérea

d).- Periarteritis nudosa

e).- Endocarditis bacteriana aguda

f).- Mieloma mltiple

2.~ Disminucién de albGmina

a).- Nefritis

b).- Malnutricién

¢).- Diarrea (8).

3.4, Fisiologia de las proteinas del plasma
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Las protefnas plasmiticas dessmpsfian varias diferentes funcio-
nes an el organismo aparts del papel nutritive , ya que conmti-
tuyen una porcifn del fondo comin de aminolcidos del cuerpo, -
anf las protefnas son una forma d6 dlmscenamisnto de aminoded-
dom, 81 se necasitan £stos pusden descomponerss an =1 higads y
producires nuevos aminofcidos que se usan en la construccifn -
de otrdas protainas, o también, pusden ser desaminados para fop
mar ceoticidos, los cualea pusden movilizarse pATa pEOCUrar -
snergia calfirica o transformarss en carbohidratos y lipidos.
Aotdan tambifin como proteinas de transporte, muchos metaboli--
tos vitales ocoms iones metdlloos, hormonas v lipidos sem mon -
transportados por todo el cusrpo enlazados a proteoinas especi-
ficas y llevadon por sllas, algunas de gllas descapeiian und -
funcifin especifica tal como suceds com las enzimas, anticusr-
pos inmunes y las diversas proteinas asociadas con la coagula
cifn de la sangrs.

otrda funcifin suy [mportants &8 de natoraleia fisicoquimica ya
gus por ser mollculae coloidalss no son difusibles, Esto e,
no pueden atravesar las membranas de las distintas paredes ca
pilares como pusden hacerlo oftros solutos en la sangre.

Asf guedan atrapadas en el sisvema vascular ¥ &jercen una pra-
elfn cepftica coloidal la cual sirve para Eantensr un voloman
normal de cangre ¥ un contenids normal de agua, en el liguido
intertiscial ¥ los tejides, la fraccifn de alblmina es la mfs
importante sn ¢l mantenimiento de la presifn cemftica normal
normal o presifin oncftica.

5i la concentracifn de alblmina desciende a niveles bajos, ag

capari agua de los vases capilares y entrardn en el 1iguido -
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extracelular y los tejidos con produccidn de edema.

Las proteinas del plasma intervienen también en el mantenimien-
to del balance &cido bdsico de la sangre, como componenfes an-
féteros, funcionan como amortiguadores para reducir al minimo
cambios sdbitos en el pH de la sangre (16,20). .

3.8 Glicoprotefinas y mucoproteinas .-

Las proteinas conjugadas que contienen una mitad de carbohidra
to complejo enlazado a la cadena de proteina se denominan como
glucoportecinas y mucoproteinas.

Se conoce un gran niméro dg estas fracciones que presentan --
considerable variacidn individual en su composicidn y propie-
dades, la cadena de carbohidrato enlazada a la proteina estd
constituida por las hexosas galctosa o manosa, hexosaminas
(aminoz@cares), glucosamina o galactosamina, las metilpentosas
fucosa y un &cido sidlico, como el dcido N'acetil neuraminico,
el dcido sidlico estd situado en un extremo de la cadena del
carbohidrato, el otro extremo de la cadena estd enlazada por
medio del enlace pepfidico a una de las cadenas de la molécula
de proteina.

Para facilitar su clasificacidn, las proteinas enlazadas a --
carbohidratos que contienen menos del 4% de hexosaminas se de-

nominan glucoprotefinas,y las que contienen mis de 4% de hexosa

minas y de 10 a 75% de carbohidratos en total, se les conoce
como mucoproteinas, estas proteinas conjugadas difieren de las
alblminas y globulinas en que no precipitan por los &cidos sul

fosalisflico y perclérico.
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Se encuentran mucoproteinas de interés clinico en suero y ori-
na. Electroforeticamente, la mayoria de lés mucoproteinas emi
gran con la movilidad asociada a la globulinas alfa uno, aun-
que se pueden encontrar mucoproteinas individuales entre todos
los grupos eleclroforéticos, se identifican también por su ca-
pacidad para dar reaccidn positiva con el reactivo de Schiff,
el color rosa caracteristico se debe a la reaccidn entre la -
porcién .de carbohidrato de la mucoproteina 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 acidico, con punto isoeléctrico a pH 2.3, --
también hay presentes otras mucoprotelnas en cantidades varia
bles.

Entre las verdaderas glicoproteinas se encuentran proteinas -
del suero tan importantes como transferrina, ceruplasmina, --
haptoglobina y protrombina, aunque estas proteinas pueden i-
dentificarse mejor con el uso de técnicas inmunoelectroforéti
cas, se acostumbra analizarlas aprovechando las propiedades -
especificas de cada una de ellas, las mucinas se encuentran -
junto con mucopolisaciridos en el moco, secrecidn elaborada -
para lubricar los revestimientos y cavidades de muchos brga-
nos.

Normalmente se encuentra una pequefia cantidad de esta subs--
tancia en la orina, y son eliminadas cantidades mayores én -
estados inflamatorios del tracto genitourinario.

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

tal de todas las proteinas del suero, el intervalo de concen-
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centracidn que se informa presente en suero normal depende del
método de medicidn usado, el intervalo méds aceptado es de 75 a
135 mgs/100 ml (valor medio de 120 mgs/100 ml), en esta canti-
dad estin incluidos el orosomucoide y varios componentes menos
definidog, més una porcidn de las glicoproteinas.  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 funcibn he--
pidtica y adrenal normales en pacientes con manifiesta enferme-
dad activa aguda. A causa de la gran dispersidén en los valores
normales, de la insuficieﬁcia de técnicas analiticas disponi-
bles y de la naturaleza no especifica de los procesos que con-
ducen a valores eievados, la determinacibén de mucoproteinas --
del suero tiene escaso valor como diagnéstico clinico, no obs-
tante esta determinacién puede ser (til al médico por propor-
cionarle datos de colaboracidn; en los casos de artritis reuma
toide los valores pueden variar de 100 a 400 mgs/100ml, en in-
fecciones agudas de 120 a 450 mgs/100 ml.

Las mucoproteinas del suero se aislan de otras proteinas en -
virtud de su solubilidad en &cido perclérico, el cual precipi-
ta otras proteinas del suero. '
Se precipitan entonces las mucoproteinas con acido fosfowolfrd
mico, después de lo cual pueden ser determinadas por la medi--
cibén de su contenido protefnico 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 concentracién presente o convertirlo en mu-

coproteina total bajo el supuesto de gque la mucoproteina con-
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tracidén que se informa presente en suero normal depende del mé-
todo de medicién usado, el intervalo mds aceptado es de 75 a -
135 mgs/100 ml (valor medio de.120 mgs/100ml.) en &ta cantidad
estan incluidos el orosomucoide y varios componentes menos defi
nidos, mé&s una porcién de las glicoproteinas. 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 funcidn hepdtica

y adrenal normales en paclentes con manifiesta enfermedad acti
va aguda. A causa de la gran dispersidn en los valores norma-
les, de la insuficiencia de técnicas analiticas disponibles y
de la naturaleza no especifica de los procesos que conducen a
valores elevados, la determinacidén de mucoproteinas del suero
tiene escaso valor como diagnéstico clinico, no obstante esta
determinacién puede ser Gtil al médico por proporcionarle da-
tos de colaboracidn; en los casos de artritis reumatdide los
valores pueden variar de 100 a 400 mgs/100ml., en infeccio---
nes agudas de 120 a 450 mgs/100 ml.

Las mucoproteinas del suero se aislan de otras proteinas en -
virtud de su solubilidad en &cido perclérico, el cual precipi
ta otras protefinas del suero.

Se precipitan entonces las mucoproteinas con §cido fosfowol--
frémico, después de lo cual pueden ser deteminadas por la me-
dicién de su contenido proteinico 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 concentracidn presente o convertir-

lo en mucoproteina total bajo el supuesto de que la mucopro--
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tiene 12% de carbohidrato; se dispone también de métodos para
determinar hexosas enlazadas a proteinas del suero, asi como
hexosaminas del suero, el procedimiento para determinacidn de
mucoproteinas que aqui se presenta estd 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 mucoproteina contiene en promedio 4.2% de tiro-
sina).

3.8. Crioglobulinas del suero v su importancia clinica

Con este nombre se conocen a las protefnas anormales presen--
tes, en el suero, y que pueden precipitar o gelificar cuando
se enfria el suero a baja temperatura pero que se redisuelven
al volver a calentar el suero a 37OC, estas globulinas no son
de origen hepitico, sino que son producidas por alguna parte
del sistema reticuloendotelial, a menudo se asemejan a célu--
las del plasma o de la médula JSsea.

Algunas crioglobulinas son indistinguibles de las verdaderas
globulinas gamma inmunes, mientras que otras presentan carac-
teristicas distintas, emigran electroforéticamente entre las
globulinas beta y gamma, su peso molecular varia de 100,000 a
1,800,000 y su contenido de nitrdgeno es del orden de 14 a --
16%.

La presencia de crioglobulinas estd asociada con varios esta-
dos clinicos diferentes, se hallaron primero asociados con --
mieloma mdltiple 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 plaqﬁetas en la coagulacidn de la sangre.

En la crioglobulinemia esencial, las crioglobulinas no acom--
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panan a ningin estado ae enfermedad bien definido, clinicamen-
te las crioglobulinas presentan los rasgos del sindrome de Ray
naud, intolerancia al frio, pﬁrﬁupa, gangrena y {ilceras en la
piel.

Las criogiobulinas tienden a gelificar en la sangre cuando &és-
ta circula en los dedos de los pies y manos, menoscabando la -
circulacibén en estas regiones pudiéndose producir muerte por --
bloqueo de los vasos sanguineos en 6rganos vitales tan importan
tes como los rifiones, el cerebro y los pulmones; los sintomas
especificos dependen de la cantidad presente y del grado de --
respuesta antiinflamatoria.

3.9 Macroglobulinas y macroglobulinemias

Una pequefia porcibén menos del 4 al 5% de las proteinas totales
del suero estd representada por moléculas de gran tamafio, con
pesos moleculares cerca de 1,000.000, estas proteinas son lla-
madas macroglobulinas.

El nivel normal presente en plasma es aproximadamente de 0.2
gr/100ml, con variacibn de 0.07 a 0.43 g/100ml, en un nimero -
muy pequefio de individuos se pueden hallar niveles considera--
blemente altos, la macroglobulinemia es una ehfermedad metabd-
lica caracterizada por pérdida de peso y susceptibilidad a las
infecciones y en ella estd involucrado todo el sistema reticulo
endotelial, la imagen electroforética del suero es similar a
la correspondiente al mieloma miltiple, se hallan en ocasio--
nes proteinas 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 mads frecuente y estd asociada con otros pade
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cimientos como leucemia, linfosarcoma y artritis reumatoide.
La macroglobulinemia se diagnostica por medio de la ultracen-
trifugacién en una muestra de suero, también se pueden aislar
por filtracidn en geles utilizando Sephadex 200 o por cromato-
grafia en capa fina, las imégenes electroforéticas pueden pro-
porcionar prueba confirmatoria y el nivel auwnentado de macro--
globulinas se demuestra por la presencia de arcos de precipita
cidn densos con antisueros Anti IgM.

El ensayé Sia es un simple ensayo basado en el hecho de que --
las globulinas IgM tienen menor solubilidad en agua que contile
ne baja concentracidn 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 solucidn conteniendo 5.0ml. -
de fosfato amortiguador 0.01 M. a pH de 7.1, si hay presentes
ﬁacroglobulinas a niveles de méds de 0.7 gr/l00ml., se forma un
precipitado que se redisuelve con NaCL con una punta de una es
pitula.

Los sueros de pacientes normales, con mieloma y artritis no --
dan precipitados y los sueros lipémicos sélo producen opalesen
cla nebulosa, los sueros de pacilentes con malaria y Kala-azar
dan resultados positivos.

3.8 Amiloide

Como resultado de una enfermedad supurativa crénica de largo
término y de otros padecimientos se deposita en los vasos san-
guineos y en la mayoria de varios &érganos un tipo de substan-
cia proteindcea anormal llamada amiloide. Muestras histoldgi--
cas de este tejido se tifien de yodo acuoso y el color se vuel-

ve azul a acidificar, a causa de esta reaccidn semejante a la
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gue presenra el almidbn se lo llaad “amiloide®™, la cual no o8
almidén sinp gque =& éres a8 una glicoproteina compleia qua ==
contiene Scido condriodtineulffirico, ocurriendoc degensracidn
amiloidea como secusla dé enfermsdad como en el caso de artrj
tis reumatoide, airfilis, tubsrculesis v enfermedad de Hodkin,
La substancia amiloide tiene la propiedad de absorber coloran=
tes como el rojo congo ¥ aful de Evans,; esta propiedad de ab-
sorber colorantes to UEa an la deteccidn quimica del .uil.'i:{l‘u
para confirmar diagndsticos hechos por examen histoldgloo de
La mds comdin 4= ellaz a& la amiloidosis secundaria y la prima-
ria, gue &5 MUy rara y v scompafiads de anfermedad previa.
3.8 F‘.l;"ﬂl"l:li:l'_l‘ dy Bence Jones

Comp protelins de Bence Jones s& designan a un grups de protei-
nas anormalss presentes en la orina del 35 al B5% de paclentes
con mieloma, queé pracipitan a altas temperaturas y 8¢ redisusl

ven a4l ser calentadas nuevamente y se les ha llasads tambifin

Piroglobulinas (181,



4. TECNICAS DE FRACCIONAMIENTO PROTEICO

4.1 Generalidades

Todos los liquidos bioldgicos céntienen una mezcla heterogénea
de proteinas, muchas de las cuales sblo estln presentes en --
pequeﬁas‘cantidades, por lo que la separacién quimica o fisi-’
ca de los componentes proteinicos de las mezclas es lo que se
conoce como "FRACCIONAMIENTO PROTEICO".

El primer fraccionamiento data de loslﬁltimos clen ano y fué -
llevado a cabo por solubilizaciédn salina con sulfato de amonic,
a la fraccidén que precipitd con un 50% de saturacién se le lla-
mé alb@imina, encontrdndose que esta es soluble en agua en au--
sencia de sales, sin embargo las globulinas requerian de sales
neutras para lograr su completa solubilizacién.
Subsecuentemente se encontrd que sblo una porcidn de las globu-
linas es insoluble en agua pura, a esta porcidn se le llamd --
euglobulina o verdadera globulina; ha sido definida como la --
fraccidén precipitada a partir de una solucidn diluida o por a--
cidificacidn con C021

Varios de los métodos de fraccionamiento han sido aplicados a
las proteinas en plasma y otros liquidos 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 13937 reco-
mendaron el uso del sulfito sédico y por Gltimo el uso de éter
se intpodujo posteriormente por Wolfson, Cohn y colaboradores.
Entre otras sales usadas en técnicas de fraccionamiento se pug
den mencionar sulfato de magnesio, hiposulfito de sodio y fos-

fato de sodio.
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Los métodos de precipitacidn salina casi han desaparecido del
uso del laboratorio clinico desde la década pasada.

El uso de diferentes solventes orginicos en fraccionamiento -
como estanol, propuesto por Cohn y el metancl por Pillimer y
Hutchinson, éter por Keicwick y Mackey es adaptable al amplio
procedimiento y se ha encontrado una aplicacidn comercial im-
portante,pero el aprovechamiento general no es practico porque
hay necesidad de trabajar a temperaturas por debajo de 0%c.

Un nuevé concepto fué expresado con el advenimiento de la ---
electroforeslis desarrollada por Tiselius en 1937; la cual se
basa en el principio de que en una mezcla de proteinas al apli
car una diferencia de potencial, cada una responderd de acuer-
do con su carga eléctrica superficial en forma caracteristica
a un pH determinado.

La velocidad de migracibn dependerd principalmente de la densi-
dad de carga de la molécula de la proteina, la fuerza idnica -
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 vaiores de pH con el consiguiente efecto sobre la carga
eléctrica de la molécula proteinica, lo cual hace posible la -
valoracidn del nimero de componentes de una proteina; ademds -
de que puede medirse la movilidad electroforética de las -dife-
rentes proteinas.

A este método se le 1lamd eleciroforesis de limite mévil y fué
durante muchos afios un método muy valioso para el andlisis ---
cuantitativo de mezclas complejas de proteinas, pero presanta
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algunos incovenientes.

Con el tiempo se desarrollaron otros tipos de electroforesis,
la electroforesis de zona que se efectlia sobre soportes séli-
dos (papel filtro, gel de almidén, gel de poliacrilamida, ---
etc); con estos materiales se han ido obteniendo mayor nidmero
de bandas electroforéticas.

Se vid que el acetato de celulosa presentaba mayores ventajas
que el papel en cuanto a rapidéz, simplicidad y alto poder de
resolucidn y el gel de agar a la vez ofrecia ventajas sobre -
el acetato de celulosa, ademds del uso de soportes plésticos
en lugar de vidrio.

Sin embargo el uso de gel de agar tiene el inconveniente prin-
cipalmente en la preparacién y almacenamiento de las tiras, --
los geles de almidén y poliacrilamida poseen gran exactitud.
Con el uso de amortiguadores como el barbital sbdico, la elec-
troforesis sobre discos de acrilamida se separan las proteinas
en bandas muy delgadas o discos y permite realizar el andlisis
con cantidades minimas de mezclas complejas de proteinas, ob--
teniéndose de 20 a 30 bandas en contraste con los otros méto--
dos donde se obtenian de 5 a 7 bandas electroforéticas.

Asi fué identificado el componente de mayor movilidad electro-
forética como la fraccién de albimina y se identificaron otros
tres componentes llamidndoseles arbitrariamente globulina alfa,
beta y gamma.

Se identificd 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 precipitacidn salina para detecminar la rela
cifn albimina/globuling y 14 cantidad de proteinas totales y ha
sido establecida coms un mitodo de eleccoifn de fraceionamisnto
protéios an el laboratoris alfnies, com eus limitacicnes guicd
por el edeto deal sgquipo. (1)
Otras téonicas de (racoionamiento protefco han sido limitadas
¥ sus aplicaciones won altamenle especializadas en Quimica C1%
nicd.
Hedianie el empleo de la ultrecentrifuga inventads en 1915 por
T. Svedverg; puedsn obteperte fusrias centrifugas que Supsran
52,000 weces la fuerta de la gravedad y dobido a Esto pusds -
Usarse para separar dos o als substancias en solucifn, que di-
fieran e=n densidad y algunas vaces en configuracifn molecular.
Las altas fuerzas gravitacionales hacen gue lag moléculas sedi
menten de las soluclonss y que 8¢ opongan a la foerza de difu-
sifn, que mantiene uniformemente dispersas a las moléoulas en
la solucidn.
La medida de separacidn de las partfculas es svaluadsa medianta
sistemas Gpticos de fndios de relfraccldn en diferentes posicio-
nes a lo largo de la celda, las medidas se toman mediants foro
graffa a intervaloa ds tismpo determinados durante Ia centrify
gacifn, =1 sistems inpulsor de la ultracentrifuga produce velg
cidades constantes sin vibracifn.
Fara determinar &) nlsero de compomentes por ultracentrilaga--
cifn & determing &1 nlmers de fronteras, tomands en cusmta --
los picos de los gradisntes diferentes de conceatracils obasr-
vados: (el Sres bajo =1 pico #epd proporcional a la cantidad -
da proteina pressnte an sbe punto).
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Eatas madidas de valocidad de sedimentacidn pusden darnos in-
formacidn aobre el pesa moleciylar de la proteina, su estado de
pureza y la composicifn de una megala; ya que protelnas difaren
ten asdimentardn & velocidades diferentes.

La ultracentrifogacifn ao es regomendable en laboratorio clis
nigo de rutina por ser un instrumento carc y con poso rendi--
mignte prictico, es Gtil en ayoeds al estudioc de Lipoproteinas,
macroglobulinds e inmenoglobulinas que contienen cadenas pess-
das de globulinas,

Otra de los mEtodes usados en la Separacidn de protefnas es la
cromatograffa, que pueds dofinires como la téenica de separa—
gifn de uma mezcla de solutos basdndose estd geparacidn en la
diferente velocidad con gue &9 musve cads uno de ellos, a tra-
vés de un medic porcss, arrastrados por un disolvente en movi-
miento.

En vl caso de las moléeculas de proteina, la separecilin se basa
en las diferenciap @n Tamafo, forms y cargs de la molfcula =n
cuanto afectan a la velocidad de flujo por diversos tTipos de -
medios cromatogrdl icod.

Ceta tEcnica aprovecha aquellas propigdades gque permiten la pe-
solucifin de mezclas por sedio de la ssparacidin de algunc o to--
dos los componentss en sonas de copcentradidn 8 en diferentes
fases de las que setaban inicialmente presentes, [ndependienre-
mente de la naturaleza de 1a fuerzs o fuerzas causantes dal mo-
vimiento 46 L& substancla de una fase & otra.

En 1306 el bidlogo ruso Tewstt utilizé una columna de widric -
reilena de sulfato cBlecico finamente dividido, provista dé una

llave sn el sxtrems inferior, & indigd que cuando una nezols da

pigimEntos verdes de plantas colocadas an 1o alto de la columna
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al agregaris &ter de petrfleo aparecfan una serie de bandas
herizontales de distintos colorss que correapandian a cada -
ung de los pigessntos de la swicla ¥ que indicaban la separa--

cifn de oada ume de los compohentes del pigmento a lo largo de
ella,

Este axparimants, fu€ sin duda la primers aplicacifin ds una oco-
1emna de adsorcifdn cromatoprdfica.

A causa da diferencias en =1 tamafio, forma y compoeicifn gquimi
ca; protelnas diferentes se adsorberdn 4 diferente velocidad -
en divercos adsorbentes y ser slufdos por lo tants & distinta
valocidad.

Se podrdn asparar upas protefnas 4 otras y obtenerss asf &n
forma muy purd por medis de regulacifn del pH, tipo de asorti-
guador sapleado, concentracifing, con la debida eleccifin de ad--
porbentes ¥y soluciones eluyentes.

Entre los adsorbentes usados [igusan resinas de intersambilo
ifinico y materiales de Filtracifn molecular {cribas) ael como
gelen de saphadex ¥ bio-pad.

En los mEtodos cromatoprdficos exlsten dos fasss una estaciona-
ria y otra mivil, la separacifin de substancias depends del mo-
vimionts relative de la fase mfvil a la fase estacionaria vy la
distribecifn de las substanclas que son separadas entra las —
dos fases.

Tanbibn pusden dividirse depsndiemndc =i la fase estacionaria =g
sO1ide o 1fquida,

i s un sllido el =ftodo se denomina cromatografia de adsor—-
cifn ¥y 8l &8 un Liguido cromatografia de particibn.

En goneral, son cuatro tipas principales de cromatografia que -

pusden dividirse en otros:
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1).- Cromatografia en fase liguido-sélido

a) Cromatografia de absorcidn clésica

b) Cromatografia de intercambio idnico

2) Cromatografia gas-liquido

3) Cromatografia liquido-liquido

a) Cromatografia de particién

b) Cromatografia en papel

¢) Cromatograffia en capa fina

4.- Cromatografia de gases

Existe también la cromatografia de filtracidn por geles.

El objeto de la cromatografia en todos los casos es la separa-
cidn de mezclas, en sus componentes a base de las diferencias
especificas en sus propiedades fisicas.

En la cromatograffa en papel las propiedades fisicas que deter
minan la separacibn en cada caso son la velocidad de difusidn,
la solubilidad del soluto y la naturaleza del disolvente, en -
la cromatografia en sistema liquido-liquido, las separaciones -
se basan en las diferencias en solubilidad entre dos fases 1i-
quidas, uno de los liquidos es usualmente acuoso y el otro un
disolvente orgdnico.

La solubilidad puede modificarse por cambios en la fuerza i1é-
nica o el pH de cada una de las dos fases liquidas.

En el sistema de filtracidén en gel la separacidn se debe a di-
ferencias de signo y densidad de carga idnicos.

En la capa fina, que asi mismo se basa en la velocidad de difu
sién, 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 silice.
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Una adecusds resolucifn precisa de proteinas del plasma as posi-
ble utilizando la cromatografia de intercasbic i8mico con el umo
de columnas de DEAE celulosa y DEAE saphadex.

Los mftodos cromatogréficos demandan mis especializacidn thoni
ca ¥ non mes lentos ademda que requieran des un equipo caro pa=
ra separar y cuantificar las diferentes fracciones por lo qua

su usc s8 Limivado (163



4.7 ULTRACENTRIFUGACION
Lan centrifugas de laboratorio puesden producir fuerzas centri-

fugas de 500 a 5,000 tantos la fusrea de gravedad, [(&sto &5 ——
G00-& 000 wmgl, lo cual es suficients para efectuar separacio--
naé de precipitados en 10 a 15 minutos,
La Ffusrza obtenida =atd gobernada por des Ffaotores)
1}i= El radio de roracifn que =s fijo para cada centrifuga
71.= La walocidad de rotacifn o wvelocidad angular, gque puede
variarss 4 voluntad.
Entonces mediante el smplec de la ultrécentrifupga inventaca por
T: Svedverg en 1335 posdan obtensrss campss centrifugos gue su-
peran 150,000 veces la fuerza ds gravedad.
fim necesitan velocidades muy altaid de] orden de 30,000 3 -—-
100,000 .- para producir fusrzas centrifugas de 50,000~ =
100,000 x g pero afin con &l uso de ultracentrifugas =& necesi-
tan horas o dias para obtenear meparacifn o aislamiento de las
soluclones en estudia.
La wvelocidad de sedimentacifn ss expresa por el coeficiente =
de ssdimentacifn 5 y es funcidn del peso vy forma de la parti--
culas

gt

L

¥» disgtancia desde el centro de rotacibn
We velocidad angular sn radianss / ssgundo
Ty Tienpo &n esgundos.
Las proteilnas poseen coeficientes de sedimentacidn en un inter
walo de lxLlix :I.I:I-n sEgundos , ¥ racibe al nombre de unidad --

Svedverg.
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=13
Al un coaficlente de sedimentacifin de B = 10 weEg. 88 indi-

card como i 8.
Una unidad Svedverg se pusde definir como la vealoaidad de la -
maléoula que s sedimenta por unidad de campo gravitacicnal o
sea [ 1w 10 r ‘ntmim!g}-
Sabiends &l cosficiente de difusifa ee pueden calcocular loa pa-
#08 mdlscularses por la siguisnte scuacifn gue relaciona a & son
el peso BOlecular:

™ = RTS
V& Vollmen o (1-Vpl
E: constante de los gases
T3 temperatura absolura
Gs unidad Svedverg
bsgonatante de difusidn
pf denoddad de la solucibn
Fara la determinacifn del nimero de componentes por ultracentri
fugacifn me determina el nimerc de fronteras, Tomandd &n cusn-
ta los pioos de los gradisntes de concentracidn.
¥ anf no en necesaric medir los coeficientes de difuslén usan-
do la férmula anterior.
Aunque el coefliciente de sedimentacifin aumenta con el peso mole
cular po &8 proporaional al mdses, ya que influys la resisten-
cid & la friccifn del disolvents vy la forma ds la particula.
o obEtante como (ndicamns se poede calcular sl paso malscular
a partir dal coeficisnte de sedimentacifin por sedic ds la scua-
cidn de Svedverg
RE: vimne miendo una constante y esth referida 4 srgios 5 mol =

grada,
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La Ultracentrifuga se usa clinicamente para demostrar la presen
cia de macroglobulinas en pacilentes con macroglobulinemia de
Waldestrom y en pacientes con mieloma, ademds se usa para ais-
lar lipoproteinas del plasma y en su asociacidén con enfermedad
arteriocesclerdtica.

En realidad el estudio de proteinas por ultracentrifugacidn vie
ne siendo un método de investigacidn méds que de uso clinico.
Las proteinas del suero pueden separarse en tres grupos de se-
dimentacidn:

1.- Proteinas con densidad menor de 1.063

2.- Proteinas con densidad mayor de 1.2

3.- Proteinas intermedias con densidades entre 1.063 y 1.20
Gofman describid un método de flotacidn que se aplica a protel
nas del suero como til herramienta en diagndstico clinico, --
sin embargo por ser muy larga no se usa en trabajo de rutina.
Este investigador demostrd que las fracciones mls ligeras se
separan mis facilmente por adicidn de una sal al suero, para -
aumentar su densidad de 1.063 y asi podrdn flotar sobre el --
suero con la solucidn salina.

Estas fracciones se caracterizan por sus valores S de estas -
proteinas a las que se les denomina FDL (protefinas con frac--
cidn de densidad ligera) y se separan en subclases:

S > 0-10
f

S 10-20
£

S $20-400
£

S 7400
f
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Lis proteinas con densidades de L.0B) a 1,300 contianen tam-—--=
bifn lipidos, smigran slectrofordticanante cono globalinas al-
Fa y e designan como alfa uno, alfa dos vy la fraccifn de den-
aidad alta FDA.

Gofman ha {paistlde en que la Fracoidn 5 L17-20 es de siximo
interds puss £l aumento sstd rllu:.l.:n-ldurcun anfermedad arta-
ripssclerdtica v la incidencia en infartos del miocardio.
Otro Indice psado ¢ la razfin entre las fracoiones de lipoprg
tefnas beta y lipoporteinas alfa (razdn &/ ) en suers, &n —
adultos jSvenes ms de 7.5 & 3.0 aproximddamente ¥ e=n personds
cofi arterigsaclerosis pusde ascender a 8.0 & 5.0.

Las fracciones FOL ¥ FOA difiersn principalsente en 50 conte-
nido en triglicéridos.

Log gqudlomlcrones son glébules de 1ipidos rodeados por una --
membrana de proteina, pusden variar de 0.1 a 1.5 micras da ==
difmetrs, despulic de ser tranaportados por la sangre y linfa
del hipade, los glébulos de triglicdridos son destruldes y --
las moléculas da grasa son transféridas a las lipoproteinas -
alfa y beta con la depuracidn del plasma, las proteinas beta ==
normales son las de la class 5 ﬂ*l? Cuando enlazan trlgunl-
ridos para transportes a los tlljld-lll o depbsitos de grasa, aa
convierten on fraccionss FOL de las clases 11-20, 20-100 y -
190-500, segin la cantidad dal triglicdride.

Una wer depositadas las grasas,; las proteinas regresan a la -
clase de § 9=17, =l colsstercl y sus fareres son transportd--
dos de -nd; similar, loa fesfolipidos ayudan al transaporis de
otra clase de lipidos.

No pe conoom todavia el papel de las lipoproteinas alfa, su =
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concentracidn en el suero es constante, mientras que las lipo-
proteinas beta varian durante el dia y también con la edad.
Otra técnica de flotacidn ayuda al diagndstico de enfermedades
tales como arterioesclerosis, enfermedad cardiaca, diabetes y
enfermedad del transporte de lipidos, sin embargo, la técnica
no se usa en trabajo de rutina por ser muy larga. (16)

4.2.1.~ Descripcibén del Tamafio. Unidades de Svedverg.- La de

terminaqién del peso molecular es fdcil en el caso de macromo-
léculas y la forma tridimensional real sblo se conoce en unas
cuantas.

Por ello es caso comln compara moléculas grandes en términos -
de la velocidad con la cual se mueven por.una solucidn en un -
campo centrifugo.

La medida que se usa es la constante de sedimentacidn dada en
unidades de Svedverg (S) y describen la velocidad alcanzada --
por unidad de fuerza aplicada, por una particula que se mueve

a través del medio liquido.

La determinacidn del peso molecular no es fdcil en el caso de
macromoléculas y la forma tridimensional real, s8io se conoce
en unas cuantas.

Por ello es caso comln comparar moléculas grandes en términos
de la velocidad con la cual se mueven en una solucidn en un cam
po centrifugo.

Los principios fisicos en que estd basada la sedimentacidén --
son:

1.- Principio de Arquimedes que dice ‘que la fuerza neta sobre
un objeto en un medio liquido depende de la diferencia entre la

masa del objeto y la masa del liquido que desaloja. Algo sus--
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El volumen parcial especifico es el aumento de volumen cuando
1.0 g de soluto seco se afiade a un volumen intesamente grande
de solvente; para la mayor parté de las proteinas en agua se -
aproxama a 0.74.

Para obtener resultados los mds exactos posibles es necesario
que los valores de S y D resulten a partir de medidas realiza
das a diversas concentraciones de proteina y sean extrapolados
a dilucién infinita.

Estas medidas de velocidad de sedimentacidn pueden darnos va-
liosa informacidn sobre el peso molecular de la proteina, su
estado de pureza y la composicidén de una mezcla de proteinas,
ya que proteinas diferentes sedimentardn a velocidades diferen
tes.

La densidad estd gobernada a la vez por su estructura cuaterna
ria y por la naturaleza de grupos postéticos enlazadas a la -
proteina.

En el caso de los lipidos de densidad menor a la del agua, la
velocidad de sedimentacibén serd menor, por ser proteinas con -
lipoproteinas de baja densidad.

Debido a ésto se clasifican:

1.- Las alblminas como proteinas Sy_g» bues 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 llamari 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
lacidn entre la clase electroforética y la clase en base a la
velocidad de sedimentacidn),
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pendido en el agua y que gira en el rotor de una centrifuga,
se hundiré hacia la periferia, si es que es mis denso que el
agua y flotarid si es de menor densidad.

Una macromolécula dada puede hundirse, flotar o moverse'segﬁn
la densidad relativa de ella y del medio.

Psra evitar tener diferentes coeficientes de sedimentacidn pa
ra la misma molécula, es costumbre corregir los datos de modo
que se puede obtener la constante que describe la velocidad de
sedimentacidn en agua pura.

El segundo factor determinante de la fuerza es el campo centri
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 aceleracibén de la gravedad (250,000
x g).

Aunque no se puede comparar directamente las constantes de se-
dimentacidn y peso molecular es (til tener una idea aproximada
de los 1intervalos correspondientes.

El valor de 2 S serd obtenido en el caso de proteinas casi es-
féricas con peso molecular de 10,000, moléculas largas y delga
das con constantes de sedimentacidn de 2 S pueden tener un pe-
so molecular de mis de 50,000,

La unidad 4 S corresponde de manera aproximada a un P.M. de --
50,000 para proteinas 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 FRACCIOWAMIENTO SALINO.

4.3.1 Generalidades

Las protefnas en solucidn, forman soluciones coloidales, las
moléculas estdn cargadas a causa de grupos quimicos ionizados
en su superficie, algunas moléculas del agua que les rodea co-
mo disolvente, estdn mds o menos enlazadas en las moléculas ~-
proteicas.

Estos fendmenos dén a las proteinas ciertas propiedades de so
lubilidad que pueden modificarse drdsticamente por la presen-
cia de otros iones cargados.

El medio mds antiguo y todavia importante de diferenciar y se
parar proteinas se basa en estas relaciones de solubilidad (16).

4.3.2 Bases Tebricas del Fraccionamiento Salino

La solubilidad de una proteina depende la fuerza ibnica, cons
tante dieléctriéa, pH, temperatura del solvente y es distinta
para cada proteina en particular.

A pesar de estas grandes diferencias existe un hecho en la so-
lubilidad de aminodcidos, péptidos y proteinas que es comin -
a todos ellos, son mds solubles en un medio de una elevada --
constante dieldctrica, tales como el agua y muy insolubles en
medios no polares. Incluso disolventes tan relativamente poié
res como el alcohol metilico, el etilico, y la acetona actﬁan
como precipitantes cuando se afiaden 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 limites y no son la base fundamental de separa-

cidn de una u otra proteina, 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 --
concentracidén", en la que se iﬁplica el concepto de Fuerza I&6-
nica.

La accibn de una sal sobre la solubilidad de una proteina es —-
distinta en general, seglin la concentracidn de la sal,

A débiles concentraciones de sal se ejerce un efecto disolvente
y a elevadas concentraciones se ejerce un efecto precipitante.
La interaccidn entre sal y proteina a débiles concentraciones
de sal es mucho méas especifica y los factores de constitucidn
molecular de la proteina 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 -
proteina en estado de pureza.

Por el camrtrario a concentraciones elevadas de la sal neutra la
interaccisn es menos especifica y relativamente insensible a -
las caracteristicas quimicas especificas de la proteina, de-
pende de dos factores no tan especificos como son el tamafio --
general y la forma de la molécula protéica.

La solubilidad de una proteina varia con el pH, siendo minima
en su punto isoeléctrico.

Es posible separar una proteina de otra por precipitacidn a pH
variables, pero en las técnicas de fraccionamiento salino el -
pH se mantiene constante dentro de limites mis o menos estre--
chos, seglin sea la mayor o menor precisién requerida para cada
método, por tanto, la influencia de este pH estd en la mejor -
separacibén de las distintas fracciones de proteinas constituyen

tes de la mezcla.
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Si situamos una proteina en la regidn &cida- fuera de su punto
isoeléctrico, actuard como catidn en caso contrario como —--
anidn. .

Si se sit@a una mezcla de proteinas a un pH intermedio entre
los puntos isoeléctricos de dos de ellas, cabe la posibilidad
de que entre el catidn de una y el anidén de otra se produzcan
complejos insolubles.

Debido a este hecho es muy importante.en todo fraccionamiento
trabajar a un pH en que se evite la formacidn de complejos,es
decir, que todas las proteinas existentes en la mezcla posean
una carga eléctrica netamente positiva o negativa.

El fraccionamiento salino en presencia de una mezcla amorti--
guadora de fosfatos presenta la gran ventaja de mantener el -
pH constante. Sin embargo trabajar a un pH de 6.5 préximo al
punto isoeléctrico de las globulinas gamma, no cumple con se-
guridad la condicidn anterior. En este aspecto son preferi-
bles los fraccionamientos con sulfito o con hiposulfito de -
sodio que se desarrollan a pH superiores (19)

Propiedades de solubilidad de las proteinas.

La solubilidad de las proteinas no sdlo depende de la variedad
de grupos residuales de los &cidos aminados y de la manera en
que se pliega la cadena peptidica, sino también de las propie
dades del solvente en cual se encuentra la proteina.

Los u factores principales que afectan la solubilidad se rela-
cionan todos con las estructuras secundaria y terciaria de las
proteinas.

Esos factores son: a) la fuerza idnica, b) el pH, c¢) la tempe

ratura, y de la constante dieléctrica del solvente. Natural-

6k



mente la hidrélisis de los enlaces peptidicos para valores ex-

tremos de pH también modifica la estructura primaria.
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4.3.3 Precipitacién Salina y Solubilizacién Salina.

43,4, Efectos de la fuerza idnica.
La solubilidad de los solutos ionizables trédtese de proteinas o
de laes inorgénicas sencillas, se modifica por la presencia de
otros iones. Cada ién en solucidn, se encuentra rodeado por -
una atmdsfera idnica de carga opuesta, esta atmdsfera puede --
modificar la solubilidad de una substancia idnica dada.
Aunque el efecto de las sales neutras sobre la solubilidad de
las proteinas se haya medido muchas veces en términos de satu-
racidn por ciento de una solucidn, de una sal como el sulfato
de amonio en realidad el efecto de dichas sales sobre la solu-
bilidad de las proteinas no tiene nada que ver con el grado de
saturacidn de la solucidn respecto a la sal neutra, sino que
dependen mis estrechamente de la fuerza idnica de la solucidn,

la cual se puede calcular por la siguliente ecuacidn:
/,4{ :«fvlrla omica 2
2 2 e 7 )
z e, Z, +. -
A=+ (a7 vt G5 14
’ !
C =z c<enconfrmeron woler por lidro  del 1oL
Z - "lw:‘\Cro de cargas del ”:'l d vetescra

- 2
g = Sywma de \os Prod..I‘{os e; Z; ra,.ﬁ
.
Cada ll;(\ f!r¢1<ni.£ eq la Goiuh.-"

Por lo tanto la fuerza idnica toma en cuenta ademés de la con-
centracién del idn, su valencia. Esto es muy importante pues
los efectos de la atmésfera idnica para iones divalentes o --
trivalentes o para otros iones, guardan relacidn con el cua--
drado de las cargas por lo tanto 'los efectos interidnicos 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 proteina aumenta con fuerza --
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ibnicas relavivaments bajas de sales neutras en tanto que ¢on
fusreas ibnicas wuy élras se dismisaye sy solubilidad.

El afesto Facilitador de lam sales neatras se conoce comd Solu-
biligacién salina o "malting out", en tante que la disndinucidn
de la solubilidad en =] caso 9¢ fuerzas ifnicas slavadas cona-
tituye la Precipitacifn salina o "salting in". La solubiliza-
cifin salins estabiliza loa grupes cargados en las proteinas, -
representandc und competencia entre la proteina v la sal res—-
pecto sl aguda.. Al aumentar [8 concentrasifn de 1A Bal trans-
forma al agua por desplazamiento en agua de hidratacifn alrede-
dor d¢ los iones cacgados de la sal, Eate mignifica formacidn
de agregadsos proteinicos que precipitan,

Lasn proteinas solubles en aAgus o 2n solucionss salipas diluf--
dag, pueden dividirse en dop grandes grupos: las albdleinas y -
las globulinas, asglin el afecto gue elercen las sales neutcas
sobre su soludbilidad. Las alblminas son muy solubles en solu-
glonef douosan de fuerza ibnica baja, perc presentan al fend--
mang de precipltacidn salina o salen d¢ 1& solucidn por efecto
de fuerzas ifnicas muy altas de salss neutras.

Lar globulinas son insclubles an agua pura, pera pusden discl-
veprse por solubilizacibn palina por efecte de Fuerzes ifnicas
bajas de salee neutras.

Ca posible producir una fnueva precipitacidn salina oon upa ==
fugrea ifnica mayor. Pard distipngeir las albiminas de las glg
bulinas, antdguamente se hacfa con sulfato de sasonio saturado,
para precipitar las alblmipas =n tanto que las globulinas pra-
cipitaban ocon una saturaszifn al S0V, Esta clasificaciln de -=

protelnas solubles, en alblminas y globulinas, resslta anbigus,
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pues muchas proteinas presentan caracteristicas de solubilidad

intermedias entre ambos extremos.

4.3.8 Influencia del pH.- Se conoce como punto isoeléctrico de una -
proteina el pH, en el cual dicha protefna en un campo eléctri-
co no se desplaza ni hacia el cdtodo ni hacia el dnodo.
Tedricamente 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 proteina, siempre posee una carga
eléctrica que depende del pH, de los electrolitos presentes y
del solvente, en particular el agua, asi como de los puentes
de hidrégeno 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 maxima distinta de la carga neta,
el nimero de moléculas de proteina que tienen carga neta posi-
tiva o negativa es minimo o nulo.

El punto isoceléctrico coincide con la solubilidad minima de --
las proteinas, en algunos casos, pueden producirse cGmulos 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 configuracibn dada de -
las cargas sobre la superficie protéica y dependen en cierta -
medida de la naturaleza de los demds iones presentes en la solu
cibn.
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Las cargas positivas y negativas de la molécula protéica —-
atrasn ijones de carga opusata forsande una atslafera iGnica =
que ocasiona cierto enmascaramiento de las cargas sobre la ==
protefina.

Eate produce rechazo de otras moléculas proteinicas, para --
concentraciones salinas bajas, en camkio facilita la agrega--
cifin an concencracionss altas.

Cisrtos iones debido & factores elecirostdticos y estéricos.
En algunos lugares de la supérficie protfiica, ewtraflos de car
gA npussTA pueden ser atraldos o fijados con mucha fuerza,
Esta fljacifn idnica por las proteinas ens librementa revarsi-
hle y pusde mndiFicar la distribucidn de las cargas y de la --
cargs global. FPor =sta razén no s¢ obssrva movimienro de la -
proteina en su punte isoeléctrico, para muchas proteinas loa
efagtos de otros iones son despreciableg, pepo en Algunos ==
oaszn por ajenplo: en la alblmina del suero ol pH iscsléctris
co varfia suchisimo al cambiar la composicifn ifnica de la Bolu-
cifin, la albimina sfrica &8 capaz de fijar lones como claro,
fonfato, ticcianato, produciendo desviacifn de su pH isoslbc-
trico, Como ejemplo de esta funcidin, W4 sabe que varios fdrma
eol ¥ antibidticos pe fijan a8 la albldmina del su=ro v sa crees
Qua son Ttransportados an la sangre bajo esta nueva forma. Kl
punto isoeléctrics verdadero de una protelina serd =1 pH para
al cudl los efectos de otroa lopes son minlmos o oulos, CoRs-
tituysndo an realidad el ponto isoffnice.

W,d, #ctos de la tempearatura Sobre la Solubilidad

Algunas protefnan no presantan ningfn cambio en solubilidad
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por debajo de 35°C. Otras cambian su solubilidad a temperatu-
ras inferiores de SSOC, pero todas las proteinas sufren un fe-
némeno de desnaturalizacidn cuando la temperatura pasa de 35°¢
provocindose alteracién total al llegar a los BGOC, su solubi-
lidad diéminuye hasta desaparecer, observandose coagulacibén pos
terior.

4.3.7 Efectos de la constante dieléctrica sobre la Solubilidad

Ciertas substancias orgédnicas como alcoholes, éteres y cetonas
actflan sobre soluciones acuosas de proteinas, disminuyendo tam
bién su afinidad por el solvente, haciendo que se disuelvan me
nos, inversamente los solventes orginicos como el dimetil sul-
féxido y la formamida elevan las constantes dieléctricas de --
las soluciones acuosas y también aumentan la solubilidad de --
las proteinas.

4.3.8 Desnaturalizacidn de las proteinas.

Si se rompen los enlaces intra e intercadena de las proteinas,
éstas sufren modificaciones estructurales superficiales y pro-
fundas, lo que constituye la desnaturalizacidn, que puede obe-
decer a varios fenbmenos quimicos y fisicos diferentes: calor,
valores extremos de pH, radiaciones ultravioleta, presién, de-
tergentes u otros agentes tensoactivos (que rompen los puentes
de hidrégenc), solventes orgénicos ademds de iones pesados.

La desnaturalizacién se calcula midiendo: disminucidén de la --
solubilidad, aumento de reactividad de grupos residuales de --
la cadena peptidica, pérdida de actividad biolégica, cambios -
en forma y tamafio que se producen por alteraciones de viscosi-
dad y coeficiente de sedimentacidn, cambios de espectros de --
absorcién, de fluorescencia y de la dispersién rotatoria espe-
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cifica (14)

4,3, Fracciopamignto salino. Hagdn alblmina/globulina.-

Las alblminas son solubles en agua, misntras gue las globuli-
nal no; i e agrega wna solucifn ds slectrolito de baja con-
cantracidn (0.1M) & una globulinm, §sta se disolverd por sali
naclfin. Los cationss y aniones delelectrolito salatan grupos
reaactivos de la provelna rompiends los enlaces gue mantenfan

unidas a las micelas de protelna, con lo cual pusden discl--

varde las moléculas de proteipnas individualmante, la concan==
tracidn de sal, @n el plasma es aprowimadaments de T.15 M, -—
adecuada para mantensr a las globulinas en solucifing cuando -
14 concentracifin duenta a nivelas de concentracifn I M, las

globulinas se wveelvan insclubled precipitande por salinacidn,
#l nivel del elsctroliioc para precipitar las globulinas, wva--
ria seglin la proteina y 2l slectrolito de que se (rale; tam--
bifn dopands dal pH y de la temperatura.

El sulfato de amonio fué la primara sal usada an investiga--

ciones de protelnas vy snzimas, todavia sigue en uso; a las =-
proteinas que precipitan a un rercio d= concentracifn de asta
Aal e les Llamd suglobulinag © verdaderas globulinaz, al au-
manfar la concentraciin de la sal precipitan las Esudd ==
linas vy a una concentracifn de 50% todas las globulinas a4 --
viyglven insolubles guedando en solucifin Ias albdminas. Eata

Eal, no es umada en trabajo clinmico de ruting ys goe inter--

fiere en la reacolén delliuret ¥ @8 evidente que N pusds ===
usarse en la thenica de Kieldahl para determinacifn de nited-
geno. Las sales mfs utilizadas en guimica ¢linlea de rutina

#oni =1 sulfato ¥y sulfito sbdion. EL prisero se empled en ==
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1901 méds tarde Howe en 1921 recomendd 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 alb@iminas sin recurrir a la filtracién. Por --
dispersién cuidadosa de éter dietilico en la mezcla del suero
més solucién de sal las micelas insolubles atrapaban éter de
modo que al centrifugar flotaban sobre la solucién de albGmi-
nas como una pelicula compacta.

Posteriormente, se compard la fraccidn de albGmina obtenida -
por electroforesis, con la separada por Howe y resultd que --
la técnica de Howe daba valores mds altos debidos a que con -
las albGminas estaban incluidas las globulinas alfa 1 y alfa 2.
Estos estudios efectuados por Majoor y Milne, demostraron que -
para liberar la fraccidn de la alblmina de todas las fraccio--
nes de globulinas, la concentracién de sulfato sbédico tenia --
que ser de 26 a 27% por vollmen (1.9M); desgraciadamente esta
concentracidén excede de la solubilidad de sulfato sédico a tem
peratura ambiente y la solucidén ha de mantenerse a 37%%¢ para -
evitar cristalizacién de la sal. Con el empleo del sulfato --
sbédico al 26% la razbén A/G es del d6rden 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 sbédico al 27% PV. (2.2M), esta sal es mlds soluble que el --
sulfato y act@a como amortiguador, controlaron el pH en la ---
reaccidn de precipitacidn.

Réinhold 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 fracclones globulinicas.
La separacidn electroforética es la mds sencilla y se conside-

ra la mds exacta (16).
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4.4 ULTRAFILTRACION

La filtracidn ordinaria se usa para separar particulas peque--
flas pero visibles, suspendidas en un disolvente o en una solu-
cidn, la suspensidn original se vierte en un embudo que sostie
ne un papel filtro o una membrana cuyos poros son lo suficien-
temente pequefios para impedir el paso de las particulas suspen
didas, pero lo bastante grandes para permitir el flujo répido
del disolvente o la solucidn.

Cuando mds pequefias son las_particulas que van a separarse,
tanto menor ha de ser el tamafio medio .de los poros del papel.

En la ultrafiltracién el tamafio del poro es tan pequefio que --
con esta técnica pueden separarse solutos macromoleculares del
disolvente,electrolitos y otros solutos. El tamafio de las ma-
cromoléculas que pueden separarse dependeri del tamafio del po-
ro.

En la aplicacibén de la ultrafiltracién en el laboratorio, co--
munmente se desea separar una proteina de un ién que la acompa
fia o para concentrar una solucién de protefnas.

Las membranas del ultrafiltro se preparan de ordinario de colo
dibén o viscosa, son permeables a todos los soiutos pequefios --
pero impermeables a proteinas de peso molecular de 20,000 a ---
40,000 o mds. Ahora se dispone de membranas de filtracibdn de -
microporos preparadas por varios fabricantes, se ofrecen con --
gran variedad de tamafios de poro,uno de estos materiales es ---
Sephadex una forma polimerizada de dextrén, preparada como fi-
nos gldbulos que contienen poros muy pequefios.

A causa del pequefio tamafio del poro,el flujo del agua o de la -

solucibén por el ultrafiltro es muy lento. Para acelerar el --
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process se susle efectuar la filtracifn baje presibn positiva o
nEgativi. .

5i se vierte una solucifn a través de una columna de este maty
rial, #l disolvents y lag molfculas pequefias pueden antrar an
los poros y quedan asi atrapados temporalments en las partiou=
las d& dewtvln, mientras las solEculas de proteinas mbs grandes,
fluyan por &l material an la columna y posdsn recojerss Exentas
de ionas y moléculas pequefas del interior de los poras (16D,



i, CLICTROFORESIS

W.%.1 Co To.

S antiende por electroforesis un eltods electroamalitico basd
do en la migracifn de las particulas cargadas, bien sean fo-=
nes o de naturaleza coloidal, al ser somatidas a la accifn da
un campo eléctrico, se extrds la informacifin necesaria a par-
tir de la distinta valooidad o del desplazamiento de dichas =
partioculas.

Es un método tanto cualitativo como cuantitative, basfndoss -
en la valoracifn custitativa de la cantidad total de la subs-
tancia localizads en una Area determinada. Lo que detarnina
al mtodo no =5 2l potencial aplicado, que nunca =8 un dato =
eritico, sino el medic en el que se desarrolla ¥ sobre todo -
lag tEonicas de caracterigacifn y deteccifn de la movilidad
da laeg partfculas, en al caso de determinaciones cuantitati-
vas, las técnicas de valoracifn de las mismas (32},
Consideracionss Tefricas generales.

Las e?midmniun“ generalas sobre la movilidad y sonduoti-
vidad de los {ones pusdsn aplicarse a las particulas cargadas
en suspansifn, en las que habri que tenerse en cusnta By ma--
yor peso y wolloen y sobre todo su superficie de aeparacifn -
can &l medis, dande &4 crean alguncs efectos electrocinfticos
de interfase gue se verdn mis adelante. Tasbilns influyen al-
gunss fendmenos [faicoe, en especial cuands aas trats da alec-
troforesis de eond, como son los fenSmencs capilares, svapo-
racifin dol disolvente etc.

El paso de la corriente eléoteica a travlis de un elesctrolito

obedecas a la lay da Ohm.

76



Donds R s la resletencia, E el potencial aplicado y E el po-
tancial de descomporicifn del alsctrolito, esta resistencia -

dopands de una Asrle de Factoren:
4
fed + 2

En donds 1 am la distancia entre los alectrodos, 8 su supesrli-
cig v % la conductividad sepmelfica {inverss de la resistencial
qua depends especialsente de la concemtracifn,

Para proporcionar un valor comparativo d8 la conductividad sa

dafine la conductividad equivalenta:
-'|'-. conductividad sguivalentex J060 X
————

donde € es la concentracifn en equivalentes por Litre y meior
alin la conductividad equivalents a dilucifn infinita

La conductividad se& relaciona con la mowvilidsd de los lones O
velocidad de desplazamiento de los misscs bajo un campo slfc-
trico unidad (IV/em] por:

K CF  {u v}
= ilﬁuﬁ

Donde F es el faraday (56,5000 coulombios y u y v 1s3 movilida
des del anifn y del catifn, respectivamsnte.

e designa como nimerc de transports la Fraccifm de corrisnte
por cada ifmn: "

e o v _
Eu Ei: N
cumpliEndose t *t,7l. Les nimeros de transports y las msovili-
dades ifnicas cumplen ul'i'l'l.t}.'l

EL)
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Las partfculas en suspensifin en un disolvente puedan adquirir
cargas elfotricas debidas al fenfmenc de adsorciln sobre super
ficie de iones presentes an &l medis. Otras macromoléoulas pa
sean una carga debido a sy ionizacifn propis, ¥ en algunocs ca-
sos depende del pH el que posean uns cargs poSitive O una car-
ga nagativa; indudablemente exiete un valor del pH para el gus
ge comportan como partfculas neutras ¥ & Este se le 1lama el -
pH 1soelfctrico.
Ll tamafio de las particulas puede alcanzar desde el dominio de
log precipitados macreeclpicos en suspensifn hasta las disolu-
ciones coloidales ¥ pusds ser tanto de origen mineral como de
origen orginico.
Lhn 14 medida de la conductividad de un medio donde emisten --
particulas dispersas cargadas, el valor obtenids serd la suma
da la conductividad del electrolite intergranular y la de di-
chas particulas.
Bl @& conoce la conductividad eapecifica del electrolito inter
granular se conocerd la verdadera aportacifn de la conductivi-
dad de la particula disparsa. Esta conductividad especifica -
EE eXPrOSA Com

- K, * _lﬁ;_ P p—
donda Ces la concentracidn por litro de la masa transportado-
ra por 1 fapaday y "p la movilidad de la partfoula por extrape
!-:j.ﬂn #n pusde conocer la conductividad 1Imite y && pusds co-
nooer tambifn el cosficiente de ionizacibén por la relacidm:

For otra parte, la pared da la miwl'ﬂt‘lﬂ an contacto -
con los iones del sedio da lugar a la atraccifn sobre ella de

"



log gque Tienen Ccarga cpoesta y a la ves £s5tod atrasn otros de -
signo opuesto ¥ asi sucesivamente, detorsinando una disposicifn
estratificada cada vezr mids difusa confoirae se avanza hacla el -
seno de la disolucifn. A esta primsra capa se le ha llamado la
doble capa de Helaholtz: -4 -

+ - o g

Yialzs
Particula .._: ‘_:
=2 Rt Loy
L

Aunque hoy se habla mds bien de doble capa difusa, [1 hecha -
primordial a4 que df lugar este fendmeno ea el astablecimisanto
da una diferencia de potencial enire la pared de la particula
¥ el send de la disolucifn , que se pusde considerar como un -
potencial E, entre la pared de 1la particula y 4] senc de la -
disolucifn {potencial termodinimico); un potencial sntre la -
primera capa de iones fijados a2 la pared y ] send de la di-
solucifin (potencial electrocinEtico)}. Como vamon a4 ver, es -
mste potencial al responsable del comportamients alfctirico da
las particulas.

51 se considera una particula cargada sometida a4 un campo --—-
eléctrice H, sa puede establecer el valor de la resistencia a
desplazarse en un medio dado siguiendo la ley de Stockes Re &F rvn
en donde r© &8 el radio de la particula, ¢ la veloocldad de
Ja misma y p la wiscosidad g2l medin. La fusrza con gua &8
diruided la particula viene dada por EH, siendo £ la carga de=
la particula. &1 se desprecian las interaccionss slsctrostd

ticas sm cumple:




Donds = es la masa de la parvicula, su dogplazamisnte ¥ 1

gl tiemps invertidn an el misss. [a integral de esta ecuacifn

L %:-1 [ l-awp t-g_rm_w_ .t'.t]

Y como al valor de ﬂi!\!: muy pequena:

L %

For oTra pacte, el potencial slsctrocindtico e un medig en =-

que la fuerza ifinica es pricticamsnte cerc viened dado por:
¥
br
fionde D es la conetante dieldctrica de dicho medio.

Anf pues, para un campd elfcitrico unidad:

N, - & « £ XD

bEgr LT

A site valor VYo se la denomina movilidad electroforftica y oo-
o pusde chservarss no cepends del campo apliocado, es dacir, -
todas las partfoulas que tengan sl mismo potencial electrocdnd
tico deben tener la misma movilidaden esa medio cualquiera que
feda Bu tamafio.
51 tenemcs en cuentda la influéencia de la doble capa; sigulendo
las teoriaza de Dabye y Huckel s)l valor asterior de la movilidad

elactrofordtica se puede corfepir para dar:

Vo - [ ()

diamide =
Kol o [Thetala
al lawy SAT
En las que d es 8l espesor de la doble capa de H—rnlt:.ﬂ la
fuerza ifnica, e la carga del electriin, D la constante dielfc
trica, K =1 nlmero de Avogagro ¥ T la temparalurd absoluta, R
la constante de los gases. Para el vaszo de la slectroforanls

ds Bopa se cumple:
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V_ = Ed
o]

Bﬁr2n

En donde se vé que al diminuir la fuerza idnica, por aumentar
el espesor de la doble capa, auﬁente la movilidad.

En general, podemos decir que la migrécién electroforética es-
té afectada por una serie de factores agrupados del sigulente
modo :

1).- factores propios de la naturaleza de la particula electro
forética, como su carga, forma tendencia a la asociacidn etc.
2).- factores que dependen del medio en que tienen lugar la mi
gracibén tales como concentracidén electrolitica, temperatura, -
constante dieléctrica, pH, posibilidad de formar complejos, --
etc.

3).- Las caracteristicas del campo eléctrico aplicado como: --
intensidad, distribucidén del campo, etc. eﬁ especial el pH tie
ne una importancia capital ya que las particulas elctroforéti-
cas suelen presentar una carga positiva o negativa segln sea -
el valor del mismo (22,4).

En la mayoria de las. proteinas el punto isoeléctrico estd del
lado &cido y varia desde 4.6 para las albliminas, hasta 5.1 a -
6.2 para las globulinas. A pH por debajo del pI, las cargas -
positivas exceden en nlmero a las cargas negativas, la protei-
na se comporta como un i1én positivo (catidn), las soluciones -
contendrdn entonces iones positivos (protones), sin embargo a
valores del pH fisioldgicos las cargas negativas estardn en ma
yoria y la proteina se comportard como un anién, andlogo al Cl
y HCO,. Diferentes proteinas variardn en su carga positiva o
negativa neta por unidad de superficie si se coloca una solu--

cidn de proteinas entre un par de electrodos conectados a una
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fuente de poder, las protefnas emigrardn al citodo o &nodo se-
gln su carga neta, a velocidades que dependerdn de la cantidad
de carga, del tamafioy forma de las moléculas individuales.

A pH de 8.6 todas las proteinas del suero tiene carga negati-
va, pero las albliminas emigran con mds rapidéz y asi se sepa-
ran de las globulinas, estas globulinas pueden separarse aflin
en tres o mids fracciones llamadas alfa, beta y gamma, de las
cuales las gamma son las que se mueven con mds lentitud y en -
condici&nes apropiadas pueden ser separadas en subfracciones.|
Existen diferentes tipos de elctroforesis los cuales se han --
dividido en forma general en dos: Electroforesis de limite mé-
-vil y Electroforesis de zona; ésta (ltima se divide en varias
de acuerdo al soporte en donde se verifica en: Electroforesis
sobre papel, sobre geles de acrilamida, almiddén, 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 estin por sepa.
rarse se hallan en solucidn y son capaces de difundirse en el
momento en que la corriente se desvia o cesa; en la electrofo-
resis de zona, la separacidn se realiza sobre un soporte, tal
como el gel de almidén o una tira de papel de filtro.

Enila electroforesis sobre papel se empapa éste cuidadosamente
con una solucidn amortiguadora apropiada para efectuar la se—;
paracidn y se sumergen sus extremos en dos cubetas que contie-
nen la misma solucidn buffer y un dispositivo tal como indica

la siguiente figura:
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Cuando pasa la corriente, =1 soports actlia como pusnts sitre =
las dos cubstas gus oontienen la solucifn amortiguadora y cual-
quier substancia de ls mezcla, cargada elBEctricamante, emigrach
an la direccida que eorresponda al dipolo de carga opussta. -
En muchos casos la: molfculas sin carga posden posesr movili-
dad slecirofordliva por formar jones complejos con los iones
de la eolucidn amortiguadcora. Muchss molBcoulas de azficares pus
den separarss graclad a =sta pmpildiﬂ.
Paspulis de us tiempo apropiado ss suspands la corrisntes ¥ sa8 -
aiace el papel del apdrato. Una vel seco =1 papel, los compuss
tos incoleros ya separados puede revelarse de la misna manera -
dque la cromatograffa sobre papel.
la wvelocidad dea migracifin de una substancia duranta la electro-
foresis as funcifn da varics factorss: voltaje, sstructura dsl
ifn y sus caracterfsticas particulares.
Es necesaric poner sobre el papel un agente "irmfvil™ as decir,
Un compuesto qua no Tenga movilidad elsctrofarftica, puesto gue
hay tendsncia de las substancias a4 moverse an dipreccifin opursta
a4 las del movisiento slectrofordtico debido al fenfmeno de elsc
trofamcsis, la distancia recorrida por una substdncia durante la
Clactroforesis sme representa por fumsayorM ,qus 88 1a distapcia
recorrida por el compussto an ousstTin m:pectn al agente inmb-
wil.
|La tEcnica ds slectroforesis &0 papel puede aplicarse sobre ti-
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ras de acetato de celﬁlosa, éstas son mds transparentes- su es
tructura es mucho mds uniforme y el tamafio del poro menor que el
papel filtro ordinario, lo que permite una resolucién mejor.
Este cardcter junto a la posibilidad de fraccionar muestras -
muy pequefias, confiere a esta técnica un gran valor en el diag
ndéstico clinico, para analizar proteinas séricas, liquido cefa
loraquideo, orina etc.(24).

Las muestra problema se aplica sobre él soporte, en forma de -
linea delgada“por medio de un aplicador designado para cada sig
tema particular usado.

Una vez preparado el sistema, se conecta la clmara a una fuente
de poder, con el punto de aplicacidn 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 varian de acuerdo al aparato usado), durante 30 a 45 mi
nutos hasta que la migracidn deseada haya sido alcanzada. La
solucidén amortiguadora mds comln es la barbital a un pH 8.6 --
con fuerza idnica de 0.05. Se prepara disolviendo 1.84 grs. -
de Acido dietilbarbitlrico y 10.26 g. de solucibn de barbital
sbdico en agua y aforando a un litro. Se agrega timol como --
conservador.

Patrén electroforético normal de suero humano:

(:lui ¥
Despuéds de realizada la separacidn electroforética, se pone la

tira en una solucidn colorante, durante varios minutos, después
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se lava varias veces con fcido acltico al 5% o en un solvente
similar, La intensidad de color de cada banda es proporcicnal
4 1la cantidad d& protefnas presents. [l tefiido de las tiras de
acatato de celulosa se hace gensrdlments usando golopante Pon-
ceau 5, la solucifin de tefilde usualmente contiens un fijador -
para prevenlr un deslave de la protafna. La eoluclén s pre-
para disoclviendo un gramo de Foncoau &, 17.5 g de Scdide iri--
cloroacdtico, ¥y 37.5 g de fcido mulfosalloflico en agua haata

hacer un vollmen de S500ml.

4,5.2 Eatimacidn de las fraccionas

Sa lava la tira con cbjeto de quitar el sicadc dé ocolorante y
Feca, FE cortan en las secciones correlpondientes a cada frac-
gifn y se treansfieren por Geparado & un tuboe =8 disuslven en -
etansl-cloroforss 119 mis una parts de Scids (8rmice vy 9 par-=
tes de dimetilsufbxido, se mide la ahsorbancias de las fraccio-
nes separadacs en un fordmetrrs a 520nm, layendd CONTra un blan-
o0 a control.
El contenido total de proteina se determina por un refractiss-
tre o por la resaccifn del biuret y por medio de semcillos ofl-
culos de regla de tres se puosde obtensr la cantidad correspons=
diente a cada fraccifn = informirse los datos ya saa an :pmﬁ-nl---
clento o &h EramOs.
Diferentes tiras de scetato de celulosa pusden Fequerip paque-
fios cambios en cuanto & las soluciones aclarantes para obtenar
resultados Sptimoe.
Fig. Clectroforesis de acetato de celulosa de suero humano pop
mal,
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Fig.Flectrafarocis an agetsia de eelglosas

de swrra hormal Hmane,
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Las lecturas también se pusden hacer directamsnte con 21 wso de
un densitfmetre lo que evita tener gus solubilizar cada frac—

eifn. (11

b.5.8.- Elec a fina.-

Eate tilpo de alactrolforasis en capa fina tiens varias ventajas
sobre la de papel, &8 un mEtodo mis simple y rlpido.
Ganaralmanta 84 ulan 0omd soportes Kieselguhr, aflica gel, celu-
loaa ¥ aluminia., 51 la superficie ee celulosa, las plasas no
pusden ser tratadas con reactivos fuartes, si se emplea el alu
minic, a& pusds ssperar barrido de los colorantes. En general
aa obtisnen los mejores resultvados con Kieselguhr y silica gel.
Solvantes.- S8 usan butancl, acetona y pirldina que no inter--
fieren oon al reactivo revelador, puss se pueden eliminar du-
rants el secadn.

6,45 8.~ Aplicacifin de la Muestra y de la Electroforesis.-

La placa debe secarse antes de aplicar la musstra, oon una mi

eropipeta en la forsa de una pequeisa linea, cuands la placa =

se moja con la salusifin aseerigusdora debe tonerse cuidado de

ar



no prolongar demasiado este proceso en las placas sujetas a -
electroforesis, generalmente se_empiea un periodo no mayor de
una hora, después del corrimiento se secan a 110°C aproximada-
mente y los colores de los compuestos separados se revelan con

un reactivo adecuado.
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4.5.8 ELECTROFORESIS EN GEL DE ALMIDON

En la electroforesis 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 solucidn en base al tamafio molecular. La -
diferencia entre el papel y el almidén es apreciable cuando se
separan globulinas puesto que una banda en papel se resuelve en
varias sobre gel. El almidén que es comunmente adquirible esté
altamente polimerizado .para formar geles y de ahl gque debe ser
primero hidrolizado. -

Amortiguadores.- La mayoria de los investigadores usan un pH
de 8 al 10 para amortiguador.

Poulick describié un sistema discontinuo en el que empled como
amortiguador tris-citrato a pH de 8.7 y borato sddico a pH 8.5,
en este sistema las proteinas empiezan a emigrar en el gel --
tris—citréto y completaron su migracidén en el borato del reci
piente. Los iones borato del recipiente tienen una migracidn
mids rdpida que los de la proteina en el gel; de ahi que los -~
invaden y los pasan. La interfase de boratos-tris aparece co-
mo una linea amarilla, se requiere afinar el mirgen de cada -
banda al usar hidréxido de litio se obtienen bandas afinadas
que al usar hidrdxido 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 silicén --
plédstico que se va lentamente presionando empezando desde un

lado, de tal manera que no haya atrapamiento de burbujas, el
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gel se enfria a la misma temperatura, conforme se va usando la
capa deberi ser cubierto para prevenir evaporacién. Cuando ya
estd lista la placa, se remueve cuidadosamente sin romper el
gel, las placas del gel pueden ser usadas en posicién horizon
tal o vertical, cuando se usa horizontalmente, la muestra se -
aplica en una banda delgada de papel filtro gruesoc o como una
suspensidn manchada en gramos de almidén. Con el método ver-
tical la mezcla se aplica dentro de una huella marcada en el
gel, la ventaja de esta aplicacidn es que 1a muestra problema
no puede absorber en el papel los granos de almidén. Si la -
muestra se aplica primero en el papel, la tira se inserta en
el gel y se deja descansar sobre &1 insertdndose dentro del
gel por presibn; mientras que es retirada la navaja lentamen-
te. Después de que el papel est& en su lugar,la superficie
del gel es presionada evitando el atrapamiento de aire, cuan--
do se usa almidén la mezcla del suero-almiddn 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 centimetro. Cuando se deja correr durante toda la --
noche. El gel no deberd calentarse a mis de 37°. DespuésAde
la electroforesis el gel se tine sosteniendo el gel en una pla
ca de plésticod ya que es muy frégil.

Cuantificacibn.- Antes de proceder a la cuantificacidén el --

gel debe quedar libre del tefiido de fondo y hacerse transparen
te, para ello se sumerje durante una hora una solucidn que --
contenga 15% de glicerol, y 3% de dcido acético en agua. Pue-

de emplearse un densitémetro provisto de planillas integrado--

res. Un gel delgado puede guardarse indifinidamente .
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L] OFORES IS GELES DE ACHE MI

Lé glectroforesis de disco a@ un perfeccicnamiento da agqualla
sobre gel, en la cual la maacla de las protefnas me halla en

un campo elictrico a un gradients de pH sobre un gal de polia
erilamida; las proteinas 8o Separan en bandas msuy deulgadan o dip
cos,; Esto psrmite realizar anflisis de gran resslucifn, emplean
do cantidades minimas de mefclas cosplejas de proteinas (113,
La slectroforesis de disce ful introducida por Ornsteln y Da-
viu, esta técnica es muy conoolda debido a que las bandas se
apilan como discos concentrados. EL aumento en la resolucifn
de discos da gel sobre li slectroforesis en papel om svidente
dal hecho de gue la elesctroforesls de suero humano SONUNBERTE
sepaTa Cinoo bandas de protefna, mientras gue la slsctroforesis
de dises resuelve mis de 10 bandaz diferentes, #8 sds aisple y
rdpida.

L4 mayorfa de las ventajas de la slectroforesis en disce pro--
vlenan de la habilidad de hacer un gel a una concentracifin ---
exacta, un aunento en la concantracidn de gel produce un decre
Bgnto en el tamafio del poro, por ésto las separacionss sa 1lle-
VAR 4 cabd =n virtud de su propisdad coms on tamizador solecu--
lar. Un pequefio poro de gel e prépara com una Bezola de 20 &
40% de acrilamida en agus,; oetil n-bisenilamida, tetramstileti
luno de disnina, persulfato de amonic y tris-HCL, ®e ccloca en
un tube vertical laproxisadamente de 70 x 5 mm) que estd cerva-
do en la parte inferior con una recubierta de plistiocc removi-
Ble.

£l uso del separador de un poro de gel mayor, que contiens ---
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apfoximadamente 3% de acrilamida en agua, se coloca en la parte
superior del poro de gel pequefio. 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 pléstico
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 tifie.

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 protei
na migrardn 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 proteina 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 proteina que emigran a través del gel separador
formardn discos discretos, los cuales se observardn como un --
amontonamiento en la interfase de gel de poro pequeiio. Cuando
los iones de la proteina emigran hacia el gel.de poro pequeﬁo;
su movilidad disminuye, porque debido a su tamafio tiene una ac
cidén tamizante.

Los iones glicinato empiezan a alcanzar a los iones de la pro-
tefina y formardn un limite en la interfase de los iones cloru-
ro. El gel de amortiguadof tris-HCl se transforma en un gel -
amortiguador de trisglicina, de pH 9.5 y es a estée pH que las

proteinas continflan emigrando como una serie de discos; en con

clusidn las condiciones siguientes deben de cumplirse para ob-
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ten ToBa
a).- El ifn en el gel amortiguador que corre deba tensr la mavi
lidad mfs alta qua todos los fones en la direcciln de la migra-
cifn y debe ser la de un Eeido fuerte, de tal mansra que no §ea
afectada por =l pH.

bBl.- El ifn que invads las proteinas dabas mer un dcido débill da
tal manera qus su movilidad aumentarf cuando cambia el pH del -
gl amortiguador gque corra.

€)= La pressncia de un gal separador para permitir sl amonto-
namiento de discos de protefna (u).



4,8 CROHATOGRATTI A

wal. lntroduceién.
Dasde &l principio de la ciencia guimieca, s& presentl el probls
ma #n cuanto 4 la determinacifn de 1s pureza en ona substamcia

dada v &1 de la identificacifn del nimerc de componentes de un
gistema, asf como la resolucifn del mismo en Sus partss para -
que da ese modoa pudieran ser caracteriiades y coantificados.
Los quimicos antlguos usuvalmsnte resclvian estos problesss por
aristalizacidn fraccionada o por destilacibn.

Pebido &4 que en algunos casos los componentel 560 DUy Paresd-
dos antre sf, &n cuanto a sus propiedades fisicas vy guimicas,
durdante lod afod de 1990 el weo instrumental de la cromatogra-
fia sa hiso extensivo, siende uno de los avances principales --

en todos los campos de 1la guimica (&),

4. Mdllistoria

La eromatografis de protefinas presentaba algunas dificultades,
full hasta 1950 que empescaron ‘ip-ul:-liuru trabajos eon resulra-
dos satisf&ctorios.

La apligacifn de la cromatografia al estudio de las protainpas

plasafiticas, =8 incressntd dospués de los trabajos hechos por

Sabar y Peterson, gulenss desarrollaron la eromatografia an de
rivados de Ila celulosa, do los cuales han resultado particulap
Bente interesantes la distilamincetil celulosa (DEAE-celulosal
¥ la carboximstilcelulosa (CH-celulosal.

Gracias a dsto se pudo estudiar el cromatograma normal del sus

ro total obssrvindose 8l subfraccionamianto de las diversas -
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fracciones alectrofocfticas y siando diffeil la caracterizacidn
48 wh cromatograma tipico debide 4 la variacifn an cuante al €1
po de aluyents utilimado, gradisnts da pH v fuerza iBnica com =
que ss desarrollaba.

Adguirld pirticular interés an el aislamients y purificacifn -
de una detecminada proteina con individuwalizacifn biolfgica v
figsicoguinica y tasbién pars =1 subfraccionzmiento de lan diver
sas fracciones, motivo por &l cual posesn gran importancis (1%].
Faltey, Hac. Coy y Goulian simplificaron la técnica de Babar ¥
Paterson sstuwliando cromatogramas normales y patolégicos uwtili
zande und solucifin amortiguadora de fosfato a pH 8.0, O.01 M,
Con nﬁ;unlﬁn de [oafato monoebdico 0.3 H.

Estudiaron varios suercs de pacienies con plassocitoma sefelan-
do la posibilidad de subdividir las diversas fracciones globull
nicas, siendo ssta técnica cromstogrifica particularmenta indi-
cads para sl estudio de la distribucifin de las glicoproteinas,
lipoprotefnas, sstudio de enzimas como fosfatacas Scida y alci-
lina, protafna fijadora de la :En:im ¥ an la diferenciacifin
entre la alblmina yodada con [ ¥ la albimina nariva.

Spaar,; Prager ¥ colaboradores astodiarcn el crosatograma de ==
Eueros humanos en columnas de OEAE celulosa agregando glicoco-
la al amortiguador de fosfatos, obteniendo el subfraccionamien
to Je todos los componentes electrofordticos, habiendo consa-
guido el fraccionamiento de iscanticusrpos principalmente del
sistema ABD y Rh asl cooo de diversos componentes del comple-
mento.

Tiseliue ¥ colab, copsiguieron el subfraccionamiento d= la --

albiming bovina an coluwsnas de fosfarto cfleico en tres sub---
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fracciones e igualmenté para la globulina gamma humana, pudién
dose diferenciar globulinas normales y patolégicas de algunas
macroglobulinas (19).

//fﬁ.lJDefiniciSn
La cromatografia puede definirse como la técnica de separacidn
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 biblogo ruso Twsett fué probablemente la primera persona'que
advirtid las posibilidades de este método utilizé una columna
larga de vidrio llena de sulfato clleico finamente dividido,
provista de una llave en el extremo inferior. Este investi--
gador indied que cuando una mezcla de pigmentos verdes de plan
tas se pone en una columna y a continuacién se agrega éter de
petréleo, 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 habide una separacién a lo lar
go de la columna.
Para describir este fendmeno se introdujo el término de croma
tografia que literalmente significa "escribir en color", esta
separacidn no tiene que ver con el color de los compuestos,'—
sino con la diferente afinidad de adsorcién de los pigmentos
en relacién al medio de la columna, asi los que adsorben mis
débilmente avanzan con mayor rapidéz.
Este experimento fué sin duda la primera aplicacién de una -
columna de adsorcibén cromatogréafica.
Aunque Twsett investigd este fendmeno, posteriormente quedd -

relegado a una mera curiosidad de laboratorio, hasta que Mar-
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tin y Synge introdujeron la cromatografia de reparto. Los me-
dios usados en esta modificacidén contienen una cierta cantidad
de agua y las separaciones que en ellas se llevan a cabo depen
den de la distribucién continua o coeficiente de reparto de --
los componentes de la mezcla a separar entre el agua de la co-
lumna y el disolvente gque fluye continuamente hacia la parte -
inferior. Las separaciones por cromatografia 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 separacidén de substancias de origen bioldgico, --
sin embargo es muy dificil obtener una identificacidén formal -
con cantidades muy pequefias de muestra.

En 1844 Consden, Gordon y Martin describieron la cromatografia
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 cromatografia 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
cibén de la cromatografia 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
afios, pero no tuvo aplicacidén universal hasta que Stahl en el
afio de 1958 generalizd el procedimiento e indicd sus aplicacio
nes.

La Gltima de las técnicas cromatogrificas es la cromatografia

de gases, su desarrollo es similar al de la cromatografiz en
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columna, en la que un gas reemplaza al disolvente liguido. De-
bido a ésto las separaciones han de realizarse dentro de una -
columna cerrada. Es particularmente interesante para la sepa-
racidn de mezclas de gases, liquidos o sblidos volétiles sus -
aplicaciones se han desarrollado rdpidamente desde que Martin

y James describieron sus- primeros experimentos en 1852 (24).

4.84Generalidades.

Cuando se distribuye un soluto entre vol{imenes iguales de dos
liquidos inmiscibles, la relacibén 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 distribucidn en contracorriente, en el que se --

producen muchas etapas de reparto sucesivas.

En todos los casos de cromatografia la separacidn estd basada

en un proceso de reparto mltiple o uno continuo de adsorcibn-
desorcidén. (13)

El que haya cromatografia depénde del hecho de que durante el

paso por un sistema cromatogrifico, se multipliquen muchas ve-
ces las pequefas diferencias del coeficiente de reparto, o en

la adsorcibn-desorcién de cada uno de los componentes de la -

mezcla. Cuanto mayor sea este factor de multiplicacidén mayor

es la facilidad con que se separan los componentes y mejor el

poder de resolucidn.

Siguiendo este criterio,se compara muy a menudo la cromatogra

ffa con la destilacidn fraccionada y se aplica el concepto de

plato tebrico. Un plato tedrico es una unidad de la columna

de destilacidn en la que hay un equilibrio entre el vapor as
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cendente y el liquido que caé. Naturalmente, a mayor nmero -
de platos mayor es la eficacia de la columna.

Andlogamente, podemos considerar que un sistema cromatogrdfico
estd 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 cromatografia es que se puede con-
seguir una alta eficacia debido al gran nfmero de platos tedri
cos.

Como en ese sistema cromatogrédfico se establece el equilibrio
muy rdpidamente se pueden llevar a cabo separaciones en un --
tiempo muy corto (24).

El principio de reparto ha sido perfeccionado ain mis en la
cromatografia de intercambio idnico en la que los diferentes
aminodcidos de una proteina por ej. se separan de acuerdo a éu
comportamiento &cido-bésico.

Los materiales de uso mis comin en la cromatografia de protei
nas son derivados de celulosa preparados sintéticamente. La
dietil amino etilcelulosa (DEAE celulosa) contiene el grupo —-
Et—?—NH—C2H5_R cargado positivamente a pH de 7,0 y contiene --
as{ un intercambiador anibnico. l

La carboximetilcelulosa (CM- celulosa) contiene grupos carga;
dos negativamente ( R—CHQ—COOO) y es un intercambiador catid-
nico. La mezcla de proteinas se eluye con amortiguadores a -
PH creciente o decreciente o bien manteniendo constante el -
pH y variando la fuerza iéﬂica.

La proteina que aparece en el eluido, que se recoge en frac--
ciones pequefias se valora Spticamente por su capacidad de ab-

sorcién de la luz en la regidn del ultravioleta.
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En la cromatografia gas-liquido se emplea un'transportador -
gaseoso" inerte por ejemplo el nitrdgeno con objeto de barrer
los vapores de la mezcla problema a temperatura elevada, a tra
v8s de un largo tubo capilar calentado y cuya superficie inter
na se halla recublierta de una fase liquida estacionaria, cons-
tituida por una parafina de punto de fusidn elevado o por una
grasa de silicona, los vapores se distribuyen entre la fase -
1fquida y la fase gaseosa, seglin sus coeficientes individua--
les de reparto gas-liquido; ya que han sido separados de la --
fase gaseosa que abandona la columna pueden ponerse de mani---
fiesto por métodos fisicos extremadamente sensibles.

Mediante el uso de ellos se registran en una grafica los cam-
bios en las propiedades de ionizacidn de la fase gaseosas cuan
do se expone una fuente productora de radiacién, la gré&fica --
muestra una serie de picos separados, cada uno de los cuales
corresponde a cada substancia separada.

Este tipo de cromatografia puede utilizarse en la separacidn
de compuestos voldtiles a temperaturas hasta 300°¢. (13)

4.6.5.-Clasificacién de los Métodos Cromatogridficos.

El hecho comiin de todos los métodos de cromatografia, es que -
existen dos fases una estacionaria y otra mévil. La separa--
cién de las substancias depende del movimiento de la fase mé-

vil en relacidn a la fase estaclonaria y a la distribucidn de

las substancias a separar por medio de las dos fases. Si la -
estacionaria es sélida se denomina cromatografia de adsorcién,V/_
y sl es liquida cromatograffa de particién.

En general existen cuatro tipos diferentes, se clasifican a su

veZ éen:
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1.~ Cromatografia de liquido- sdlido

a) de: adsorcidn cldsica (columna de Tswett)

b) de: intercambio i1dnico

2.- de: gas-sélido

3.- de: 1liquido-liquido

a) de: particidn cldsica

b) en papel

4.- gas-liquida (GLC)

El material sélido que sirve como fase estacionaria en la croma-
tografia de adsorcién se llama adsorbente. La fase sélida es -
la que soporta al liquido en la cromatografia de particidn.
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 separacidn
por elusidn y a las substancias que se separan al principio se &7
les denomina muestra.(u).

Y.6.6. Cromatografia de Adsorcidn

La cromatografia de adsorcidn es la forma mds antigua de croma
tografia en donde dos o mds 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 adsorcién con la absorcidn, que consis
te en la penetracidn de una substancia en el seno de otra.

Al escribir, el papel adsorbe tinta, mientras que una esponja
ébsorbe agua.

Las separaciones llevadas a cabo en un disolvente liquido se -
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denominan oromatografié liquido-sélido y si el disolvente es
un gas se llaman cromatografia gas-sdlido.

En el sentido cromatografico el término adsorcidn se limita a
las interacciones que implican enlaces de hidrdgeno o fuerzas
electrostdticas cuando 1aS interacciones son idnicas el proce
so se denomina intercambio idénico.

Los centros adsorbentes o activos provienen principalmente -
de los defectos (grietas, filos, etc.5 de la red cristalina,
donde las fuerzas electrostiticas estdn proyectadas parcial-
mente hacia el exterior. La adsorcidn es debida justamente a
la interaccién de estas fuerzas con las interiores del soluto.
Cuanto mayor sea la separacidn de cargas del soluto (mayor mo-
mento dipolar), mayor serd la adsorcién. Desde el punto de -
vista préctico la cromatografia liquido-sélido se aplica en
la separacidn de substancias de media o baja polaridad.

La regla general es elegir la polaridad del disolvente andlo-
ga a la de la muestra a emplear y en la mayoria de los casos
adsorbentes poderosos (activos) para substancias no polares y
adsorbentes con menos actividéd para substancias més polares
*24) .

Hablando en general, para estos procesos cromatogrdficos la’
adsorcibén mds fuerte ocurre con solventes no polares, tales -
como éter de petrdleo la mds débil por moléculas altamente po
lares como el alcohol.

El término polaridad en cromatografia estd 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 orgénicos oxigenados son menos polares, los hidrocar-
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buros son los menos polares de todos. .
P
Para la eleccidn del adsorbente, &stos deben ser insolubles en
el solvente empleado, pueden reaccionar mis fuertemente cuando
la substancia que va a ser separada no cataliza la descomposi-
cién de 1os compuestos que necesitan separarce.
La adsorcidn es un fenbmeno de superficie, se necesita que el
polvo usado para la cromatografia sea lo suficientemente peque
fio en tamafio de particula para que dé una &4rea de superficie -
amplia.
Entre los adsorbentes m&s comunes se pueden mencionar almina,
sflica gel y 6xido de magnesio.l//
Los adsorbentes se clasifican de acuerdo a la fuerza con que
adsorben a las substancias y €sta puede estar influenciada por
el solvente empleado. El &rea de superficie es otro factor, -
asi como la cantidad de soluto capaz de ser adsorbido.
Como adsorbentes débiles estdn la sucrosa, inulina, talco, al-
midén, entre los adsorbentes intermedios estdn el carbonato de
calcio, fosfato de calcio, magnesia y como adsorbentes fuertes
alGmina, tierra de fullerd, silica gel y carbén.
Ciertos adsorbentes como sflica gel, aldmina, silicato de mag
nesia, etéA pueden obtenerse comercialmente, se activan antes de
su uso, por calentamiento &ptimo, en el caso de la allmina cer
ca de 4500°. E1 tiempo de calentamiento es importante puesto
que si se prolonga pierde actividad.
La cromatografia de adsorcidn es un proceso de fraccionamiento
delicado, las reacciones quimicas que ocurren ocasionalmente -

en la presencla de adsorbentes son como sigue: isomerizacidn y
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polimerizacidn de olefinas con silica gel, acetilacidn de azi-
cares, oxidacidn de &cidos grasos, polarizacién de acetona y
alcohol diacetdnico, diarreglos-de beta y alfa betacetonas -
insaturadas con albGmina, aminolisis y oxidacidn de amino&ci-
dos con carbdn.

Los sbélidos activos usados como columna de empaquetamiento --
cromatogrdfico pueden ser buenos catalizadores.

Algunas adsorciones pueden ser irreversibles en ese caso la re
coleccidn de solutos es incompleta.

4.6.7.- Cromatografia de particién

Martin y Synge decidieron recurrir a un sostén de la fase 13-
quida estacionaria usando silica gel saturada con agua y empa-
cada dentro de una columna, pusieron aminodcidos acetilados en
cloroformo dentro de la columna y los eluyeron con cloroformo
adicional.

Los aminodcidos acetilados se distribuyeron entre la fase es-
tacionaria acuosa de la sflica gel y la fase mévil del cloro--
formo, viajando hacia la fase de la columna y fueron separados
en diferentes fracciones diluidas..

Principio.- La cromatografia de adsorcidn se basa en la afini
dad de los compuestos de una mezcla entre la superficie del
s6lido y la solubilidad de la muestra en el solvente. En la
cromatografia de particién el adsorbente sbélido es reemplazado
por un 1liquido estacionario.

El movimiento de las substancias en el cromatograma depende de
sus concentraciones relativas en la fase mbévil y la estacio--
naria.

Las substancias disueltas, atraviesan y reatraviesan las bandas
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de intarfass; el grade al cual um S0luto B8 MUSVE &h Un Biste-
ma tal, dependerd d& su solubilidad an las dow faswes.
Esto && sxprasa como un coeficisnte de particibn K, definldo
como: la concentracifn del soloto presents en una fass, divi-
dida entre la concentracibn del soluto en la segunda fase, deg
pufs da qus =) squilibrisa ha =sids sstablecido.
Lota es una conatdnte a4 una Temperatura dada, cuando la fase -
carcaina 88 paturdada con Peapeato a la substancia disuelta.
La concentracifn del soluto en la fase mévil en los sitemas de
cromatograffa por dafinicifin en el numerador estard la fasa nd
vil y en «1 denominador la estacionaria: Asf 5, es la concen--
tracifn de soluto y el coeficiente de particifn serd:
§ mbvil

K §Sstaciocnaria
Soportes.- [n la crosatografia de adsorcifn al maverial sflf
do qoe sirve como fase satacionaria as llamado adsacbente| &n
la cromatograffa de particidn el material s81ido actfia como -
soporse del liguido, =l papel filtro puede usarse como fase -
estacionaria y el proceso se identificarf coms cromatografia
en papal. Cuands el material qus ss separa es distribulds --
entre la fase mivil gamecna ¥ la fase liquida immdwil, &n @l
soporte s8lido, ol proceso em conocids como cromatografis gas-
1fguido. Ambos sistemas han sido sftodos de anflisis y &8 po-
gible eliminar &1 soporte ¥ permitic que &l discivents fluym a
través Jdel otro & manera de goted. La técnica de sxtracciln
comlin =5 la base de la ds contrecorrisnte de Craig, an la --
cual cantidades de series de evtraccionas de dos fases solvep

tes provocan una sucesifn o diohe de otra manera, vienen sucy
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sivamente, sin embargo, &sto no es una separacidn en el senti-
do cromatogrifico. El soporte sdlido debe ser inerte hasta -

donde sea posible enAPelacién a las substancias que han de --

ser separadas, adsorbiendo y reteniendo; la fase estacionaria

expone una superticie grande a la mbévil e impide el flujo del

solvente.

Los soportes sdlidos mds comunmente usados en cromatografia -

de particidn son: sflica gel, polvo de celulosa, tierra de --

diatoméas, almiddn, perlas de vidrio, etc.

Sistema solvente.- La separacidn de las substancias por el mé-

todo de particidn depende de los solventes en las fases mdévil
y estacionaria.

El sistema del solvente simple es un par equilibrado de liqui
dos virtualmente inmiscibles, uno es la fase mévil y el otro
estacionaria.

Para provocar cambios el solvente debe estar equilibrado por
una mezcla de solventes en un embudo de separacidn antes de

su uso. Cada fase consiste principalmente en un componente -
més pequefio que el otro.

Las fases individuales se usan para la separacidn y desarrollo
de la cromatografia. E1l scporte 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. En la cromatograffa de particidn normal, ésta es
la fase mds polar. En donde la fase estacionaria es no polar
la fase mévil si lo es. E1 proceso se denomina ''cromatografia

en fase reversa'.
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La fase mfvil e8 el selvente slulido, la distribucibn de las -
mezclas de solutos en sf mismas entre la fase mfvil y estacic
naria, a4l como la posicifn relativa de cualgiiera de los so=
lutos as determinada por su solubilidad relativas en las dos
fases.

Los solventes deben de ser puros, ya que las impurasss pueden
causar casbios en la distribucidn del soluto.

la tempsratura de sgquilibriso deabe ser la misma gue la emplsada
en &l proceso crosatogréfico, con el cbjeto de pravenir cam--
bios en la solubilidad (&).
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&, ¥. DIVERSAS TECNICAS CROMATOGRAFICAS

e discutirdn cuatro tipos principales de cromatografia: en -
palumna; en papel, en capa fina vy la cromatografis de gases.
Catas cuatre categorfas dependen del aparato usado, 14 cross-
togralfia de particifin dependerd de las condicionss individua-
lag empleadas,

4,9} Cromatografia en columna.-

Eate tipo de crométografia estd basado en =] principic de re-
parto antes descrito, en lo que la separacifn se consigus mE-
dianta gran nimera de etapas de reparto separadas, de dimsnsio
nen mleprosclpicas cada una, mediante wna columna de (10 & 100
cm., da longitud) rellena de grénulos de und substamcia LiReTTe,
inupluble s hidratada, tal como #1 almidfn. Los grinulos da
almidfn contienan una capa de agus estrechsmente ligada, guoe
mctlia coms fase Afucss eatacionaria, = través 48 1a cual flu-—
Wi un solventes inmiscible a medida gue desciends por la colum
na por acciSn da la gravedad. Cada grinuls de alwmidin asctda
Comy proceso de repartt que oCurren &n las zonas micvoscdpi-
cal de una columha por accibn de la gravedad. Cada grémulo -
da almidSn actha como un esbudo de separacifa microsofipico. -
Loa procescs de reparto Que ocurrenen las fonas microscipi-—
cap dé una colusna de almiddn no estdn definidos especifica—-
meEnte, on Cuanto a dimenziones ni cads etapa microscHpica se
conpleta hasta =1 punte Jda equilidrio. No obstants, al nime-
ra total d& etapas es tan encrme que los diferentes componantas
da 1a sezcla descenderdn an la columna a velowidades diferan-
tes 4 medida que ol solvente saturado de agua fluya an descen

®o por la columna. El Lliguido que sala por ol fondo de 1a ==
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colusns, Llamadc "sluato™ ss recoge on peguefias fraccionss ma-
diante un colector automditico de fracciones ¥ se analizan qui-
elgamants.

Coms axpresibn grdfica de la ocafitidad de substancis analizada
Aparecerdn une swerie de pleos, cada uno de loa culles CoOrres-—-
pande & cada componente® en particular.

Son numercsos los adsorbentes sapleados en la cromatografia =n
oo ] umha '

Lan separaciones pusdem realizarss por reparto, adsoweiln o -
intercanbio ifnico. FPoeds usarsse cuvalquier medio admoprbante,
ilendo los mis generales la celulasa, gel de ailice, celita ¥
Kimsmlguhr (para separacicnes por reparto} alimina, Sxido de
magnasio, Bxide clleice y carbin mctivade (para las separa-
cionss por adsorcifn y de intercasbic ifnicol.

En todos los casos eflo pesdsn abtenerse Sptimcs resultados ai
#¢ tiens cuwidado en la seleccifin del medio. [l estudio fisico
del adsorbente ha de ser de tal mansra que permita el ampague-
tamiente uniforme de la columna ¥ el flujo libre de disolventse a
travia de &1la (26},

En aata mftodo un medio edlido smpaguetado dentro de una colum
na; ©on varias substanciag se introduce la mezcla de sclutos

¥y B8 ajroga solvente 2l cual pasa dentro de ellas, los solutos
son dilufdes y el solvente percolade & través de ella. Los =i
todos dea columna son wsuhles pars la ssparacifn de compueston
purcs o= ssiolas.

a cromatografis en columna ususlments =& hace en vidric para
facilitar la observacifin da la Ffass s8lida % =1 nivel del sol-

vente, la inspeccifn de burbujas de alre y canalizaciones, ade
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mds d= la observacifin de subsatanciae coloridas v del movimiens
to de estas bandas.

Para sl uso del laboratorio, la longitud de la columna vacia -
gntre ¥y 150 cma, pudiendo variar =] didsstro, &l radio y 1a
longitud, pero uvsudlments ssta Gltisms debe sep poP 1o menoe --
diez veces el difmstiro interns, sst= radic depsnds ganaralman-
te de la facilidad o 4ificultad de la separacifn y pusds sstar
determinada empiricamente, [l tamafio de la columna ¥ la oali--
dad del sapaguetado antd determinade por la cantidad de solute
qu= wva a 8T sSoparado,

Yarias substAncias que han usado como soportes incluyendo per-
lag da vidrio y lana, papal filtro y discos de vidrio para aco
modar grandes vollssnes ds sclvent=, las columnas debsn aer -

dpropiadas con recipientss conectados 2 la parte alta con lap
gas columnas o material finamente dividido.

Se pusde presionar pard forzar la elusifn del flufdeo a través

de ila coluwmns y 8ata debe ser empacada convenlentemante ya gue
#i me héace &n Fforma lnadecuada puede provocar un desarrolleo -

irregular.

Las oolumnas pusden ser tratadas por las técnicas de espaqueta
miente por secado, en donde pesquefias cantidades de Hmhm

gm agitan fuertemants hacia abajo para Tapar la columna apli-

cands vibracifn hasts =l nivel d= adsorbents, volvidndoss ---

constante o por faponamients dal adsorbente con un tapbn o to

.l

[ste procedimiento 8 poplte hasta gue la altuwra dea la columna
sea obtenida, Poniends una pequefia perla de lana vidrio =n lo

alta de la columna me provocan alteracionss =n la superficis -
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del adsorbente.

La columna se lava entonces con el solvente inicial usado en el
proceso de elucidn.

En el empaeutamiento himedo 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 continfia hasta que
se obtenga la altura deseada.

El empaquetado seco puede ser llevado a cabo por introduccién
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 --
adsorcibn, 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 tapén de lana de vidrio para prevenir la evaporacidén du
rante la elucién.

Una vez preparada la columna debe cuidarse que la superficie
sea plana y de esta manera puede humedecerse con el solvente,
la superficie asi no estard seca hasta que todo el proceso de
adsorcidén sea completo.

Cuando la columna se seque es convenlente separarla de las pa-
redes del tubo y se hard correr mis solvente adicional hacia
abajo en los espacios formados, completando el proceso.

Desarrollo. Elucibén y Deteccidn de solutos.-

Se aplica en la parte superior de la columna solucidén tan con
centrada como sea posible sin que se altere el empaquetado -
del material a estudiar, los mds usados para la elucién, asi

como el material de empaquetado de la columna depende de los
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solutos que se vayan a separar y del tipo de cromatografia a -
emplear.

Las substancias coloridas pueden ser detectadas por observa---
cidén directa, sin embargo, muchas substancias pueden ser sepa
radas sin ser coloridas, utilizando varias de Sus.propiedades
fisicas, tales como fluorescencia, absorcidn &ptica, pH, méto-
dos quimicos y hasta fisiolbgicos (4).

4.¥.& - Cromatografia en papel

Ll mismo principio aplicado en la cromatografia en columna es
principalmente, el implicho en este tipo de cromatografia.

La celulosa de las fibras del papel estd hidratada. A medida
que un disolvente conteniendo una mezcla de diferentes compo-
nentes asciende por capilaridad por el papel, mantenido en po
sicidn vertical (o desciende en la cromatografia descendente),
se producen multitud de distribuciones micfoscépicas 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 quimico adecuado y se calienta con obﬂeto de localizar
las substancias estudiadas.

La cromatografia de papel de una mezcla de compuestos puede
realizarse en dos direcciones sucesivas utilizando un papel
cromatogridfico cuadrado y empleando dos sistemas disolventes -
distintos, en estas condiciones se obtiene un mapa bidimensio-
nal de los diferentes componentes estudiados (13).

La -cromatografia en papel como la conocemos fué desarrollada -

del sistema de particidn.
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Consden, Gordon y Martin ap LUUE trataron de separar productos
de hidrfilisin parciales de protefnas de lana, introduciends --
una idea pusva de resaplaanisnts de las columnas de polwvo de
celolosa con un pusnte suspandido en papal en un recipisnte de
vapor.,

La técnica blalea no ha sufride cambios fundamentales, sin s&-
bargo una Importante variedad de aparatos comerciales son usua
les y adecuados, no se requisre o8 equipo caro ¥ pusden obte--
nerse beenos resultados.

Aparato.

El requerimiento bisico &5 una climarda © tangue Oof UnNA corcien
te bien sellada = paraprevenir el ascapes de vapores del solven
te ¥ mantener una atnbsfers de solvents saturado.

El papel pasa & iraves de una varilla de vidrio ¢ tird para man
tener el papel Bilen sostenido & travéd Jdebido a un aumento de
pesn , cuands gite as saturado ¢on &) solvente.

Bl flujo gravitacional empieza cuando =1 frente del solvente
ha papado sobre ld varilla de wvidrio.

El solvente es colocado en la parte alta de la ciaira para sa--
turar la ammfsfera de la cdmara. En la cromavografia ascenden

te &l selvents de la parte superior tambifén sirve oon un sol—
wefit® da desarrollo,

Cuando se permite gua el solvente corra en una sola direccifn
demarrollando asi sl cromatograma en ssta direccifn sl proce--
8o de llama dimensional simple.

Cuando se logra el cofrisie=nto en doa direcolones entoncas Pe-
cipa a] nombre= de pidimensional, &8to pusde hacerss girando el

papal an%c ¥ volviende & efectuar la separacidn.
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Las condiciones principales a satisfacerss spon lss sigulentesa:
ol recipients para ¢l solvents debs ser de capacidad suficien-
te para complatar =1 cromatograma sin interrupoifng sclvents v
fase vapor deban estar sismpre en equilibris;, o1 papel debs --
@star suspendido libremente, debén de =virarss cambios de tem—
perarura.
El material blsico de papel usado, o5 la alfa celulosa de alta
pureza.
El trabajo original fuf hecho con papel Whatman No. 1 el cual
pigue usdndone todavia, Los fabpioantes ahora 1o han sustitul
do por productos cuyas propisdades (fsicas y quimicas estin —
controladas rigurcsamentsa en su manufactura y &4 obtienen purs
ga y uniformidad.
loa papeles daben ser clasificados de acuerdo a la anchura, --
grado de fluidfs,fusrza, pureza, absorbancia y tratamionto -
previo. Cusndo las manchas sean localizadas con luz uwltravig
leta no puads uwsarse un papel cpaco. Papelss gruesos 58 --
USAn para ssparaciones =h gran sscala ya gue acomodan =is ma--
terial sin aumento =n el Srea de 13 mancha original.
Degarrollo y Sacado.
Cyando el desarrcolls ha eide llevado a cabo durante =1 Tismpo
desaado, =1 papel == sacad del tangue ¥ e secd, POr Sosteni--
mianto del papel en una percha, adecuadamente oolocads sn -=
horng a elevadin temperaturas.
En cuslguier caso, los papéles no debsn tocarse unds con OFrod
i me estdn secandc mis de uno simultdneanente.
Anflisis.- El mitodo usado para el anflisis de las fracciones
despufis del desarrolb y secado, depende del soluro. Cosunmen
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te, se emplean soluciocnes coloridas, los colores visibles de
los compuestos en si mismos, procedimientos de andlisis radio
activo, fluorescencia, absorcidn. ultravioleta y absorcibén --
infrarroja. Los Gltimos tres métodos requieren de instrumen-
tacibén especial y técnicas fotogrdficas (U4).

4.9.3i.- Cromatografia en capa fina (TLC).

Los primeros investigadores que usaron un fijador de capa fina
en un soporte rigido inerte como adsorbente cromatografico --
fueron Tzimalov y Scjraiber en 1938, ellos aplicaron la muestra
por rocio delgado (soportes), polvo seco absorbente como una --
macha central y desarrollc del cromat#ograma por goteo del sol-
vente dentro de la mancha central, asi que los componentes se -
movieron en anillos a diferentes velocidades, debido a que la -
'capa de adsorbente es fdcilmente alterada, se encontraron difi
cultades en el desarrolloc de muchos cromatogramas y el andli--
sis de los componentes separados.

Meinhard y Hale mezclaron el adsorbente con almidén el cual ac-
tia como unién pafa sostener el adsorbente al vidrio, sin em--
bargo fué hasta 1950 cuando Stahl observd métodos combinados -
de preparqcién de platos y demostrd que la cromatografia en.--
placa fina puede ser aplicada a una serie de variedades de se-
paracicones y la convirtidé en una técnica popular.

Introdujo una medida de estandarizacidén en la metodologia em--
pleada, absorbentes y aparato utilizade para la preparacién de
capas.

Bésquejo 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
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también de pldstico o mezclas de varios materiales.

La muestra en un solvente volétil, 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 posicién hacia arriba con un
vol@imen pequefio de solvente y dentro de una clmara sellada --
adecuadamente para que se desarrolle un cromatograma ascenden
te. Algunas veces, con objeto de obtener resultados cualita-
tivos rdpidos el plato se coloca verticalmente o por lo menos
en posicidén hacila arriba con un vollmen pequefio de solvente y
dentro de una cémara sellada adecuadamente para que se desa--
rrolle un cromatograma ascéndente. Algunas veces con objeto

de obtener resultados cualitativos rdpidos el plato se colo-

ca en una cdmara sellada, pero ésto afecta la calidad de los
resultados. Al final del corrimiento el solvente se evapora y
las manchas separadas se identifican. '
Tefiido.- A la fase estacionaria en la cromatografia en capa fi
na se le llama generalmente adsorbente, alin cuando esta funcio
ne como soporte.

En sistemas de particidn, todos los tipos de adsorbentes usados
en la cromatografia en columna deben ser usados para preparar
capas delgadas pero es necesario que su tamafio sea muy pequeﬁo.
Aplicacidén.- En general, los métodos usados para localizar ---
substancias en cromatografia en papel son aplicables a la croma
tografia en capa fina; reactivos corrosivos en forma de rocio
pueden utilizarse para carbonizar en un horno. La mayoria de -
las substancias orgdnicas no volatiles en capas inorgénicas. -
Como regla general los métodos de cromatografia en capa fina --

son de 10 a 100 veces mis sensibles que aquéllas sobre papel.
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La similitud en principios y véonicas de la cromatogralffa sn ca-
pa fina ¥ la cromatografia on papal, permiten compararlos amboe.
La cromatografla an capa fina tiane las piguientes diferencias
sobre la segunda mayor rapidéz, meajor resclucifn; frecuentemen
te substancias que parscen Bsr homogfneas en la cromatograffa
en papel, pueden dar dos o mds manchas que an la cromatografia
Bn vapd Fina, necepita mis reactivos y temperaturas mfs altas,
separan substancias hidroffibicas, tales como 1{pidos e hidrocar
buras ; que son dilficiles de mansiar on papel. con la cromato--
graffa en capa fina, hay mayor dificultad en el registro de los
anolitos ¥ consarvaoifn de cromatopranas delgados; el Rf no so
raproduce ademis los platos tienen mayor coste en relacifa al
papel.

y, ', = Cromat &n ca
10 188

La cromatografia en pas liguide ea la sks seneibls dentro da =
las técnicas cromatogrificas, o3 una hercanisntia muy podercsd,
por medio de la cual ee obtienen informacifSn con relativa facl
lidad, gue por otras técnicas cromatogréficas. Por eate medioc
pusden separarse una mezcla = identificar loa componentes a dis
tintos tiempos de retencifn ¥ alturas de los plcoa y Grea, lo -
gue puede traducirss & datos cuantlitatives.

El procediniento &5 susceptible de adaptarss a la automatica--
cifin, los instrumentos son marcados primacaments Introduciendo
1as mezclas automdticamente en sucesidn y a Intervalon pradeter
minados, los picos trazados en el reglatrador da las tiras son

capaces de resolverse por computacifin, un Lnstrumento automfti-
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co incluye andlisis cuantitativos de los componentes, de una
cualidad distinta, desafortunadamente, esta instrumentacidn
sofisticada es costosa mds que otras técnicas cromatogridficas
que pueden Peaiizarse con equipo barato.

4.%.6@ .- Cromatografia de Gases.

Generalidades.- En los sistemas de cromatografia anteriormente
descritos se emplean liquidos en la fase mbévil, cuando es uti
lizado un gas, la técnica se le llama cromatografia de gases.
La cromatografia de gases puede ser de adsorcidn o particibn,
cuando la columna se rellena con un adsorbente como carbén ac
tivado y los componentes de la mezcla son separados a través -
de la fase gas sobre la superficie del sblido, la técnica se
llama cromatograffia gas-sdlido.

Cuando la columna se prepara con un sblido inerte, recubierto
de una capa delgada de un liquido no voldtil como fase esta--
cionaria y la separacién de los componentes se hace entre la
fase gas y el liquido estacionario de acuerdo a los coeficien
tes de particidén, la técnica se llama cromatograffa gas-1liqui
do (4).

Desarrollada principalmente en 1951, esta técnica se ha conver
tido en el método mds rdpido y més exacto para analizar cual--
quier substancia veldtil. En forma resumida, el método consis
te en inyectar la substancia voldtil en una columna que contie
ne un sélido inerte que sirve como soporte al liquido absorben .
te. La base para la separacién de los componentes de la subs-
tancia voldtil estriba en la diferencia de coeficiente de par-
ticién de los componentes al ser eluidos por un gas inerte co-

mo el helio a través de la columna. FEl aparato empleado es --
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sinple, como puede verse an el siguiente diagrama:

- TEF A |

Ao g e ik
reaat e pam lwa
d =y b Fey PRites] |

v

[ ] . L‘J

Aitla Mrregrse di i

La solumna se lava cop &l gas ascarreador para elisinar csalquier
material que s+ haya inyectado antes y obtener una linea basal
estable, La muestra ge iptroduce en A, El gas acarreador trans
porta la substancia waldiil inyestada a=n la columna, donds 1o
componentes sufren una particifs en el liguids de absorelln y
to separan; al pasar una frascifin por el instrumento o aditamen
to detector adecuads, manda &ate unda sefal al aparato de regis-
tro, quien & su vez traneforsa cita sefial en uns gréfica, =n la
gue cada wirtice abtenido representa un compuasto. Se descci-—-
ben agui doa clases de aditamentos detectorss, para dar al es-
tudiante una idea de la tEcnica.,

La celdilla da conduetividad tfpmica es un aditamento datector
basado an el principio de que &l oaloer de un alambre callents
g glimina por conduccifn cuando un gas pass junto a El. Dos
ferpertingd de alsshra delgade con un coefliciante alto de re—

119



sistencia de temperatura se colocan en dos partes de un bloque
metdlico (Cl y C). En el circuito de C1 y C se colocan las re
sistencias eléctricas adecuadas para formar un puente de Wheat
stone. Cuando la corriente pasa por é€l, 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 tendrin la misma temperatu
ra y la misma resistencia, por lo que el puente estard equili-
brado; si ahora pasa un gas eluyente a través de Cl mientras -
por C sigue pasando solamente el gas acarreador, (antes de --
eluir los componentes de la muestra) la temperatura de los --
alambres serd diferente, la resistencia habrd cambiado y el -
puente de Wheatstone estard desequilibrado. La medida de este
desequilibrio se hace con un potenciémetro que lo registra co-
mo ya se indicd.

El segundo tipa de aditamento detector es el de ionizacidn de
llama de hidrdgeno que tienen una gran sensibilidad, respuesta
lfneal bastante constante y no es sensible al agua. Tedrica--
mente, cuando se quema materia orgdnica en llama de hidrégeno,
se producen electrones y iones.

Los iones negativos y los electrones se mueven en un campo de -
alto voltaje hacia el &nodo, y producen una corriente pequefia,
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).

120



Comentario del método.- El principio de la cromatografia gas-
liguido es como la cromatografia de particidn. Una pequefia -
cantidad de la mezcla se inyecta dentro de la columna. Inme-
diatamente se vaporiza por medio de elevada temperatura en la
c@mara 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 éravés de la columna a diferentes velocidades se po-
nen en contacto con el marcador el cual responde con cambios
en la sefial eléctrica.

La sefial es amplificada y registrada en unas tiras. El lapso
de la inyecccidn y la aparicidn de cada pico es llamado tiem-
po de retencidn, el cual es caracteristico para una substan--
cia dada en condiciones dadas.

El drea y altura del pico registrada en la tira puede servir
para cuantificar los componentes (4).

Introduccidén de la muestra.- Los lfiquidos se inyectan a tra--
vés de una parte sellada, los sblidos se introducen disueltos
en solventes voldtiles.

Muestras de gases pueden introducirse con una jeringa delgada
de nylon o silicdn el objetivo blsico es el colocar la solu--
cién conteniendo la muestra, dentro del aparato lo mds rédpida--
mente posible, la inyeccidn debe ser lo suficientemente calien
te para gue se vaporice la mezcla rdpidamente.

Columna.— El tubo usado para la columna es usualmente de vi--
drio, acero inoxidable, aluminio o cobre, el difmetro de la -
columna puede variar la longitud de la columna, columnas gran-
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ded producen B jores SepArACIOnas.
La mayorfia de las columnas miden alrededor de 6 pies de lapgo,
tanionds wn difmatro interno de 1/8 a 1/8 de pulgada y contie-
nug e 5 a 10 g da soporte de Pecubrimiento.
Marcsdores.- Loda marcadores deben ser sensibles, capaces de --
dar rdpldda respueita, possen una sofial alta del radioc registra
dor. Existe gran variedad de ellos la mayor parte son conducen
tee Termicamente, producen ijonlsacibn de [lama o capturan elec-
tronas. Los de ionizacidn de flasa son los mds comunmente usa-
dog.
Repgietro de sefales.- El aparats de cromatografia de gases es-
td conectado a un electrdmetru que simplifica la obtencifn de
la refial ¥y la lleva a un registrador seansible a las tiras del -
instrunento; este estd equipads com un dtenuador que &5 un po--
tencifmetro con resiatencia wariabtle capas de reducir lag sefia-
l=a, &stas son retenidas an @l datscror sobre el registrador
siendo particularsante Gtil cuande se Jdesss saber 14 cantidad
ds myesira analizada.
Temperatura del horno.- £l control de temperatura on gas-1fqui
do &5 muy isportante. La columns se calisnts con airs ciroulan
te por medio de un abanico qua va & un horno de disefio apropla-
do.
En cromatogralis isotérmica, la tespeératura Jde la oolumns pers
manecerd constante; muchos IRSTCUMBNTOR Tianen un programadeor
gue pueds sumentar la rtemparatura an forma lineal y oonstante;
de esta manera los componentes de la mezola son elufdos selese-
tivamante dependiendo de sus diferencias an volatividad,
Soporte sblido,- Como en otros sistemas de cromatograflia de --
12z



particifn las funcionss del soporte sflido para distribuic la
fase 1fguida frecusntemants poceen una suparficis amplia, los
mnis comunmente usados #on las tierras de diatomcas, perlas de
vidrio, hilices ewtllicas y teflin.

Fase sstacionaria.- El maverial usado para la fase sstacionas
ria 1{gquids debs ser no volidtil, las temparaturas miximas opa-
rantes pueden determinarss de acusrdo con los bajos puntos de
ebullicifin da los eflidos, cualquisr columna nueva reguarird -

un reacondloionamiento ¥y control de la temperatura (4)
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£
4.g.#.— Otras técnicas cromatogridficas.- La mayor parte de los

sistemas cromatogrdficos presentes empleados han sido presenta
dos anteriormente, existen otros dos tipos de cromatografia que
se les ha encontradoc un uso muy importante: la cromatografia de
resinas de intercambio ibnico y la filtracién por geles.

4,%.8...- Cromatografia de intercambio idnico

La atraccidn electrostdtica de i0nes con carga opuesto sobre -
una superficie polielectrolitica, es el principio sobre el --
cual se basa la cromatografia de intercambio ibnico. ™ Los deri
vados de la celulosa han tenido mucho é&xito como medio de in--
tercambio en la purificacién de proteinas.

El principio bdsico implica una interaccibn electrostdtica --
entre los iones que se intercambian y la carga normal sobre la
superficie de la resina. Estas reacciones se consideran como
un proceso en equilibrioc y requieren la difusidén de un idn dado
a la superficie de la resina y de ahi al sitio donde se va a -
efectuar el intercambio, luego el intefcambio mismo y, final--
mente, su difusidén hacia fuera de la resina. La velocidad de
movimiento de un compuesto ionizable hacia abajo de la colum—-
na esti en funcién de su grado de ionizacibn, la concentracidn
de otros iones y las afinidades relativas de los diferentes -
iones presentes en la solucidn para sitios cargados de la resi
na.

Ajustando el pH del solvente de elucién y la fuerza ibnica,
los iones detenidos electrostdticamente se eluyen selectivamen
te para lograr la separacidn deseada (6).

Las separaciones de intercambio iénico se llevan a cabo con -

materiales especiales de estructura porosa e insolubles. Es-
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tos contienan grupos reactivos que estln asociados a iones hil-
biles capacen 48 intercambiarlos con @l medio que 1lss rodea.
Como su nombre lo indida, la cromatografia de intercambio ifni
co g8 enplea an la separacifinde substancias ifnicas, tento -=-
crgdnicas ooma inorginicas, de polislsctrolitos, como enzimas,
proteinans ;hormonas,; virus, Bcidos nuclficos y otras substan--
cias bioldgicamente importantes,

Generalments o emplean tr=: ripos de materiales: resinas, ge-
les ¥ calulosa de intercambic ifnico. La diferencia entre ==
ellos se debs a la naturaleza de loa grupos cambiadores incor-
porados.

£l interfs inicial por ol fendmeno de intercambio iSnico ss —-
cented pringipalmanta en el endurecimienta de aguas. 3= encon
trd que cisrton minerdles, silicatos notablemsnts coaplicados,
conocidos como zealltas tenfan la propiedad de sliminar los --
iones calcio y magnesio de las aguas duras, deeplazindclios por
iones sodio, de sata forma actuaban comd intercambiadores i15--
nicos. S5in embargo, su saples =5 limitado por per inAstables

4 cambice de pH, siendo posible muy raramente la recuperaciln
dal producto absorbido (2w).

Eete tipo de cromatopralia consiste esencialmentes en &l inter-
cambioc reversible de lones entre las fases sblida y liquida -
pin cambio radical de la estructura de la fase aflida, un ran-
g0 importante de resinas sintéticas con propiedadan de iones
intercaabiahles 5& han vuelto de gran valor, eST48 CeBLIRAE ==
sintéricas con sostén de una matriz insaluble de alvo poder po
Iimero con grupos polaras unidos, siends grupos quae confisren

propiedades de intercambio ifinico & estas resinas.

El fundamento de esta thonicas es parecida a la de la cromato-
12%



grafia de adsorcifn la cual ha sido particularmente Gtil en la
separacifn de materiales biclfgicos tales como aminodcidos, pi
rinas, pirimidinas, aloaloides gue posean prupos ionizables {(6).
. F.5..- ifin sobre geles.

La técnica de cromatogralia de filtracidn scbre geles fuf intrp
ducids en 1059 slendo un tipo particular de cromatograffs 1fqui
do-1fquido que ya [uf dimcutida con detalle en el capitulo IV
{ver ultrafllteacifin} (Zu).
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.8 ELECTROFOREST

W,§.1 Antecedentes.

La identidad de una protefna homoglnea puede establecerse por
dos métodas: Es posible medir la movilidsd slecrrofordrica por

ia distancia gque recorre la proteina &n un medic da soporia ==
adecuade (0 sobre este wediol, baje condiciones Fijas de pi,
fusrza ifnica, diferencis de wvoltaje y tiempo de aplicacibn.
El walor que se obtiens =8 funcifn de la naturaleza electroqul
mica do la proteina.
Tambifn ae pusdes buscar la reaccifn de esta proteina con un
antisusre especifico, estableciendo su identidad por ocbserva-
cifn de precipitades o flaculades, [sta reaccifin se basa sobre
la sotrugtura molecular de la proteina.
Dupante mucho tlempn, las reaccionss antigeno-anticusrpo s --
llevarcn & cabo en medios 1f{guidos, &n sstwlics como la prosba
da aglutinacifn de Widsl para el diagnfstico de las enfermada-
des intestinales.
En 195§ Dudin estudib las reacciones antigeno-anticuerpo gue
tenfan lugar en el intecrior de un gel ¥ moptrd gqua, si loa peag
tives Eon mezclas de antigenos ¥ antiouerpos distintos, las di
farencias de conceantracifdn v de velocidad de difusifn tiensn -
como resultade zonas de precipitacidn diferentes en el gel, ca
da zona correspondiendo a un complejo antfgeno-anticuerpo indi
vidual.
Tudin vtilizaba la difusifn simple, o sea sfle un reactivo, =l
aptigenc difundf{a por &l gel en =l cual se habla incorporado -
directamente &l otro reactivo.
En 1348 en Forma indepandiente, Outchearlony y Elsk idearon la
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doble difusién en gel; en este caso, tanto el antigeno como el
anticuerpo difunden a través del gel, desde puntos separados,
y las zonas de reaccidn donde céinciden se presentan como 1i-
nea o como arcos de precipitacién (20).

Grabar y Williams en 1953 desarrollaron un método simple pero
extraordinariamente Gtil para identificar antigenos en mezclas
complejas, combinando la electroforesis con la precipitacidén -
en gel de agar. -

La mezcla de antigeno se introduce en un pequefio pozo practi-
cado en el agar, que se ha colocado sobre una placa semejante
a un portaobijetos.

Se mantiene un campo elé@ctrico a través de la placa durante

1 a 2 horas, las proteinas emigran segiin su movilidad electrofo
rética.

La corriente eléctrica se interrumpe una vez que se han separa
do las proteinas, entonces se introduce el antisuero se elimi-
na por lavado la proteina sobrante preparada contra el suero -
entero en un canal cuyo eje es paralelo al de la migracibn --
electroforética.

Los anticuerpos y los antigenos marchan entonces unos a otros
y se forman bandas de precipitacién en la interseccidn de sus
fuentes de difusidn.

Por medio de la inmunocelectroforesis se pueden identificar --
hasta 30 antigenos diferentes en el suero humano y distinguir
proteinas que no se podrian descubrir por otros métodos (30).
La inmunoelectroforesis de proteinas de suero es {itil en la -
identificacién de antigenos especificos.

Ciertas anormalidades se deben a la ausencia de algin antige-

no especifico, a la disminucién del antigeno especifico o a
128



aunento del antigeno especifico.

Un excesc del antigeno pueds notarse por la apardcibn de una -
banda grussa de precipitacifn.

Cisrtas para-proteinemias pusdsn ser demostradas por un deapla
zanlento o engrosamiento de la Linea de precipitaeibn.

La inmuncelectroforesin de protefinap de suero es Otll én la =
identificacifn de antigencs cepecifices,

Ciertas anbsralidades se deben a la ausencia de alglin antigeno
rapecifico, a la disminucifn del antigenc especifico o & un --
ausento del antigenc especifico.

Un excass del antigenc pusde notarse por la aparicifn de una
banda grussa de precipitacifin.

Ciartas paraproteinemide puaden ser demoatradas por un desplaza
mients & sngrosamiento de la linea de precipitacidn.

La inmupoelesctroforesis, tfonioca gue depende tanto de la movi-
lidad slectroforfética comc da la doble difusifin en gel d4e agar,
per=ite una magnifica resolucifn da los componentes antigfnicos
de las seicolas complajas de antigens (como las protelnas del --
plasma humapn) en realidad fuf sy descubrimiente lo gue propor-
ciond la primerd prusba de que laa inmuncglobulinas humanas po-
drian ser subdivididas en wvarias clamss {(IgC, Ig H, Igh ) (29),
La separacidn de las proteinas del suerc por medio de un CAMpO
eléctrios ae el principic en el cual sstd basads la inmuncslec-
troforesiz, la cual depende de la carga neta de las mollculas -
protéicas ¥y en menor grado de su Tasafo.

La mayoris de las proteinas tiens cargs neta negativa a gl 8 ¥
emigran hacia sl Snodo, la veloecidad con que emigran las protef

nas &n un campo aléctirico es afectada tambidn per la Fusrza 18-
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nica del amortiguador elsctrflitico ¥y por la maturelsza dal ma-
verial sspleado como medio de sostén.

Alguncs maveriales (como el agar y ¢l acetato de cslulosaj) tis
nef una carga negativa, que fija 2 los iones positivos del amor
tiguador, provocando un flujo de dicho amortiguador hacia el -
cltods., A Bstd me le contoe como alactroendbsmcais, feanfmanc
gue hace gus algunas protefinas del plasma como la inmunaglabu-
lina O smigre hacia el odtodo.

Otros medios de sostén como la agarosa no producen electroendon
mosis, provocando amf que todas las protefnas del plassa emi--
gran hacia ol Anodo a pH 8 (30).

El gel puede secarse como pelfcula delpada, que constituye un rg
Eistro parmansnts, tambifén sa puede fotografiar o proyectar.
Casi sfenpr< sé utilisan las microtecnicas de Sheideger {[1354)
y Wieme (1958) recurbiendoa gel de agar sobre portachjetos, o
geles dal comsrcio an cubstas de plidstico poco profundas. [L -
gel tambifén pucds depositarss sobre tiras de peliculas foto--
graficas.

Se han eapleado tambidn geles de acrilamida, pero las difieul-
tades tdcnicas son mayores, ya que eop dificil abtener buanos -
polinsroa; ademis la substancia es tSwica.
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4.8.4.- METODO ESTANDAR DE INMUNOELECTROFORESIS.

EQUIPO Y REACTIVOS NECESARIOS

No. 1.~ EQUIPO DE INMUNOELECTROFORESIS ESTANDAR

a) Gel estandar para electroforesis

b) Recipiente de inmunogel o platos equivalentes para inmunoelec-
troforesis.

c¢) Cédmara de incubacidn a temperatura ambiente o equivalente.

d) Mechas con puentes de 0.05 pulgadas de anchura o equivalente.
e) Cémara fotografica con Y4 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 observacidén equivalente

2) Pipeta de Wintrobe

h) Soporte plastico de 5 a 7 pulgadas de ancho

i) Bomba de aspiracién de agua

No 2.- REACTIVOS PARA LA INMUNOELECTROFORESIS DE GEL

a) Amortiguador de barbital sddico pH 8.6 y fuerza ibnica de -
0.05

b) Solucibén salina normal al 0.9%

¢) Colorante para proteinas que se prepara poniendo un gramo de
rojo de tiazida en 100 mililitros de &cido acético al 10%

d) Solucién de &cido tdnico 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 camaras de electroforesis con el --

amortiguador barbital.
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2.- Preparacidén de la placa de inmunoelectroforesis.

a). Poner la muestra problema dentro de la cédmara inmunogel mar
cdndola con un nombre o con un nimero y también marcar los sur-
cos de anticuerpo. Sefialar el punto medio marginal y una migra
cién anddica de 3.2 cm desde el punto limite.

b) Conectar la tira con 30 ml de amortiguador de agarosa calien
te que permita el calentamiento de la muestra.

c) Usando una gula cortar los surcos del eje a S pulgadas de -
distancia del patrén con el gel para abrir o cerrar el patrdn
de antigeno.

d) Marcar el lado donde se colocan los pozos de antigeno usan-
do pipeta de Wintrobe, conectar la célmara & la védlvula de suc-
2ibén acuosa o de agua cortando los pozos del antigeno y remo--
viendo el gel en una sola operacidn.

e) Poner el inmunoelectroplato en la clmara elctroforética ~-
llenada con el amortiguador de barbital.

No. 3 FASE ELECTROFORETICA

a) Colocar en las perforaciones dos microlitros del antigeno de
la nuestra usando una jeringa Hamilton.

b) Provocar la migracidén a 150 volts de fuerza electromotriz
hasta que la albdmina tenida 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 pléstico.

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. Asi se eliminan del gel to--
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das las proteinas que no han reaccionado, gquedando sbélo aque--
llas que precipitaron como arcos en los sitios de reaccidn anti
geno-anticuerpo.

No. 4 FASE DE INHUNGDIF&SION

a) Llenar el correspondiente recipiente de anticuerpo en su sur
co correspondiente, con 100 microlitros de antisuero.

b) Poner el inmunoelectroplato en una cdmara de incubacidn por
16 horas.

No.5 FOTOGRAFIA

a) Poner los inmunoelectroplatos sobre una pelicula de 5 a 7 -
pulgadas de ancho y meterlos en &cido ténico por 10 minutos para
intensificar las bandas de precipitacidn

b) Inmediatamente después ponerlas en agua

¢) Fotografiar dos veces el inmunoelectrofotograma con una cima-
ra inmuno-glo, con lentes de 4 pulgadas o con una cdmara Pola-
roid MP-3 e iluminacifn en un campo oscuro. |

d) La revelacidn de los puntos es suficiente para la finaliza-
cibén de la prueba, los actuales electrofotogramas pueden ser -
procesados por tefiido.

HUMEDECIDO Y TERIDO

a) Mojar los inmunoelectroplatos en agua destilada durante 24
horas con objeto de separar el &dcido t&nico sobrante, entonces
ponerlos en solucidn salina normal durante 48 horas. E1 humede
cido remueve el exceso de proteina y las sales amortiguadoras.

b) Secar &] inmunoelectroplato en un horno a 60 grados centigra

e e
<) Después de que los platos estin completamente secos, pueden

procesarse exactamente como electrofotogramas de protefina. y -
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tefiirse con rojo de tiazida durante 30 minutos, seguido de un

proceso de decolorado y secado.
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La identificacifn, caracterizacifn y separacifn de las proteinas
del plasma, fuf grandements facilitada con el advenimiento de
la ultracentrifuga analitica, idesada por Svedverg vy dal aparato
de slsctroforssis deo Tiselius, apliclndose principalmente &l -
situdic de las proteinas del suero.

L& primsra investigacifn dal suerc en la ultracentrifuga, fuf
hacha por Uppsala y Pedersan an 13350, parc la fuerza del campo
centrifuge Fol demssiado baja parae lograr una separacifn comple-
ta de alblmina y globulina.

Con al desarrollo 48 la ultracentrifuga par Von Mutzenbémcker,
us demoatrd la separacifn de dos componentes principalss (%,5

5 % 6,0 5); ya que una pegquafia cantidad era de un alto peso —
molesular (17 S).

Mag. Farlane fuf el primere en investigar por este mitodo ana-
1ftions &) suaro normal del hombrs, del caballo y de la vacs. =
El tambifn iniei# el estudio del suers humans patoligice ¥ de
nazolan artificiales de alblmina y globulina.

En su trabaje y sn sl anterior de Pedersen, un gran avance ful
heche con ralacifn & una proteina desconocida, la cual wariaba
con la densidad y la dilucifn del suero ¥ =8 encontraba asocia
da ¢on lipldes.

Alpo mis tarde Gofman y colaboredores la identificaron observan
do gue floraba sobpe la aolucifin y la llamaron lipoproteaina de
baja densidad, gracias al usa de la uwltracentrifuga de Sved--

VETE.
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Pedarsen también descubrié una proteina fetal de bajo peso mo-
legular, gue poseia una mowilidad glactroforética pimilar a la
de la globulina alfa uno, encontrada en Fetos de bowvinom, equod
nos ¥ suerc de ovejas.

El pringipal avance obtenido por el use de la ultracentrifuga,
fui el abandono del concepto de lap proteinas como un eistema
de ocoloides heterogénes, gracias al copocimiento de sus pesos
molecsularss definidos.

En la misma édpoca en que Uppsala realizd sus investigaciones,
Tiselius desarrolld el aparato de zlectoforesis de bandas mb-
viles estableciendo medidas precigas en la purificaciin de --
proteinas v de mezclae, tales como las del suero, asl &1 des-
cubrif a las diferentes fracciones globulinicas llamfndolas =
alfa;, beta ¥y gamma ¥ las subdividif a su wvez en alfa 1, alfa
2, beta 1, beta 2, gamma 1, gamms 7, etc. Comd resultado del
desgubrimisnte del aparato de Tiselius investigadores posteric
res hiciercn una mejor eleccién de diferentes seluciones ra--
guladoras, para utilizarlas en el aparato; con Finas de inves-
tigacifin &n las separacionss fisicoquimicas de proteinas, con
£5to ha sido posible la obtencifn de una mavor exactitud en -
los resultados.

Otros investigadores tales como Kendall, Wewrath, He. HMecken
¥ Breen intentaron 1a purificapifin de alblimina de suera y el -
fracoionamisnto de globulinas, usands sulfato de amcnic., Desa
fortundmdamente, se obtuvieron resultados confusos, debido a
la variedad de procedimiesntos ¥ nomenclatura aplicadas par ==

los diferentes investigadores que usaron los métodas de frac-
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cionaniento salimo.

Por el aflo de 1341, un edtudio electrafordtico hecho pop Gven-
sson (el fraccionamiento de suero de caballe, coReja ¥ vasd, -
demostraron la heterogeneidad de muchas fracciones globulfnicas
obtenidas a4 través de dilerentes procedisdentos.
Fosteriormante, bajc la presifin de 1os tismpos de la sagunda
guerra mundial se necesitd de un procedimisntc eficaz de gapa-
racifin, desarrocllaidose &1 mitodo del etanol fric para el frag
cionamients de proteinas an los laboratorics de E.J. Cohn,

El impacto da #ste nueve procedimiento en la historia de las -
protefinas plasmdticas, fuld aln mayor que &l desarrcllc de loa
mitodos de ultracentrifugacifn y eleactroforsais.

La albfimina dsl suers no ful solo aislada por primera vez, si-
o que s hige posible ¥y uso, a]l grado da haberse realizado
cerca de 800,000 transfusiones al afio-

EL resultado inmediato, fulf una explosifn de investigacliones
de las propiedades fisicas &8 la albimina del puers, las cua-
leg hicieron gue adguirisra mayor importancia desds =1 punto
de wista fisicoguimics mfs que desds el estructural.

El fibeindgens y Lla gasma globulina, Fueron altassnte purifi--
cados gracias al uso de jones methlicos especificos, permitien
de el fracelonamlento fino del plasma v la purifleacibn de --
atrod conponentes secundarios, sin eobargs muchas da las subb-
tancias pressniss en =1 plasmsa, no han podido ser descritas -
por la falta de un sftodo de andlisla adecuads de fracciona--
misnto.

Poco despufs de la segunds guerra mundial, empesd a disminufp

el uso del aparato de slectrofgresisy la witpacentrifugs ana-
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l1itica se convirtid en un instrumento de gran valor comercial.
Debido al bajo costo de la electroforesis en papel, se facilité
el resurgimiento del estudio de las proteinas plasmiticas en -
diferentes enfermedades, utilizdndose principalmente en la ca-
racterizacién de proteinas anormales del plasma.

El refinamiento en las técnicas de electroforesis de zona, par-
ticularmente el método de gel de almiddén de Kunkel, contribuyd
al ficil aislamiento de los diferentes componentes del plasma,
especialmente por poseer actividad bioldgica especifica.

La aplicacién hecha por Gofman de la ultracentrifuga, facilitd
el aislamiento y caracterizacidn de lipoproteinas de suero, -
que eran obtenidas por el métedo del etancl, debido a su impor
tancia en relacibén con aterogénesis y otros padecimientos rela
cionados con los lipidos. Gran variedad de estudios clinicos
y de literatura han sido publicados.

La ultracentrifugacién se ha utilizado como ayuda en la clarifi
cacibén de anticuerpos de alto peso molecular y macroglobuli--
nas patoldgicas.

La técnica de fraccionamiento mis reciente que promete gran --
aplicacién rapida y precisa, es la cromatografia en resina de
intercambio iénico, desarrollada por Saber y Pederson.

Con la aplicacién de nuevas técnicas y mayor conocimiento de -
las protefnas plasmiticas, las investigaciones pudieron ser --
enfocadas a resolver problemas de interés médico y metabblico.
Por ejemplo los factores envueltos en codlgulacién de la san--
gre, las funciones de las proteinas enlazadas a metales y ade-
méds la significancia y evaluacidn clinica 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 proteinas del suero, ésto se inicid en
el afio de 1955 con Smithies, gquien desarrolld el método de ---
electroforesis en gel de almiddn, con el descubrimiento en re--
lacidn a las deficiencias de globulinas del suero hereditarias,
presentes en humanos normales. Este hecho fué discutido en la
comparacidn filogenética de las proteinas del plasma huwmnano, -
siendo objeto de gran interés particularmente al desarrollo del
conocimiento de las globulinas del plasma humano.

Los avances en el conocimiento de las proteinas del plasma, du-
rante los iltimos afios, no debe hacernos olvidar dos &reas de
vital importancia con el estudio de su biosintesis y al conoci-
miento de su estructura.

Diversas técnicas isotdédpicas, han contribuido al esclarecimien-
to de las vias metabdlicas de proteinas del suero, e intercon-
versidn del mecanismo de biosintesis de mds lento desarrollo.
Sin embargo, el verdadero avance empezd a observarse, mediante
el cultivo de tejidos y técnicas de particidn celular.

Del mismo mocdo se conocieron los detalles en la secuencia de -
péptidos terminales del plasma y diversas fracciones proteini-~
cas tales como la alblmina, gamma globulina y fibrindgeno.

En ciertos casos un andlisis total de aminodcidos era requeri-
do, basdndose en métodos inadecuados. En la actualidad el uso
de equipo automdtico de gran valor, ha hecho posible la deter-
minacidn exacta de aminodcidos, como cualquier otro método de
andlisis rutinario de proteinas.

El conocimiento estructural de carbohidratos y diversas técni-~

cas enzimdticas, han proporcionado ayuda al estudio de la es-
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Un ejemplo de gran importancia, es el reciente descubrimiento
del control genético de proteinas del suero, ésto se inicid en
el afio de 1955 con Smithies, quien desarrolld el método de ---
electroforesis en gel de almidén, con el descubrimiento en re--
lacién a las deficiencias de globulinas del suero hereditarias,
presentes en humanos normales. Este hecho fué discutido en la
comparacién filogenética de las protefnas 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 proteinas del plasma, du-
rante los Gltimos afios, no debe hacernos olvidar dos dreas de
vital importancia con el estudio de su biosintesis y al conoci-
miento de su estructura.
Diversas técnicas isotdpicas, han contribuido al esclarecimien-
to de las vias metabdlicas de proteinas del suero, e intercon-
versién del mecanismo de biosintesis de mis lento desarrollo.
Sin embargo, el verdadero avance empezd a observarse, mediante
el cultivo de tejidos y técnicas de particidn celular.
Del mismo mocdo se conocieron los detalles en la secuencia de -
péptidos terminales del plasma y diversas fracciones proteini-
y
cas tales como la alblmina, gamma globulina y fibrindgeno.
En ciertos casos un andlisis total de aminodcidos era requeri-
do, basdndose en métodos inadecuados. En la actualidad el uso
de equipo automdtico de gran valor, ha hecho posible la deter-
minacidén exacta de aminodcidos, como cualquier otro método de
anflisis rutinario de proteinas.
El conocimiento estructural de carbohidratos y diversas técni-

cas enzimdticas, han proporcionado ayuda al estudio de la es-
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tructura de las proteinas.
Asi Parters, descubrid la forma de separacidén de antigeno com-
binado al anticuerpo, situado en gamma globulina de conejo, --

apareciendo una nueva drea de exploracidn de la estructura sub
molecular (19).
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5.2 Métodos Quimicos y Fisicoquimicos de Cuantificacibn de las

. Proteinas.

Las principales proteinas que se encuentran en el plasma son -
las albfiminas, las globulinas y el fibrindgeno.

Las proteinas del suero estdn formadas por las fracciones de -
albldmina y globulina del plasma, ya que la mayor parte del fi-
brinégeno se separa durante la cocagulacidn necesaria para sepa-
rar al suero.

Estas dos fracciones pueden separarse con una solucidn de sulfa
to de sodio al 27%, lo que precipita a las globulinas y deja
las alblminas en solucidn, las albdminas posteriormente se deter
minan en el filtrado obtenido durante la separacién.

Un andlisis semejante de las proteinas totales del suero, co--
rregido para el nitrégeno no protéico, puede usarse para medir
la cantidad total de albfiminas y globulinas.

La concentracidn de globulinas se obtiene restando de la canti-
dad total de proteinas, la correspondiente de las albfininas, --
determinada por el andlisis directo.

A menudo se expresan la concentracidn de estas dos fracciones
protéinicas principales, indicando la relacidn que existe entre
alblmina y globulina conocida como relaciéin A/G, pudiefhdose --
llevar a cabo una separacidn apropiada de ambas fracciones.

En 1921 Howe introdujo un método clinico para la separacidén -
apropiada de albiminas y globulinas del suero.

En este procedimiento a un mililitro de suero se agregaba solu
cibén de sulfato de sodioal 22.2%, lo que dd una concentracidn

final de 21.5%, encontrafidose que no se precipitaban todas las

141



globulinas, por lo que los valores obtenidos eran demasiado ele-

vados para las albliminas y en consecuencla demasiado bajos para

las globulinas,es decir la relacidn A/G era muy alta.

Este método no ha sido modificado en muchos laboratorios, por

lo que es necesario conocer el método de separacidn usado en el

andlisis de protefinas del suero, principalmente cuando estos re

sultados van a servir de base para un diagndéstico o para un tra
. . ' \.—

tamiento en particular.

El valor normal de esta relacidén es de aproximadamente 2.1:1, en

muchos padecimientos esta relacidn estd alterada o invertida.

La determinacidn électrofobética de proteinas del suero, se ba

sa en la migracidén de particulas cargadas eléctricamente en una

solucién electrolitica, cuando se hace pasar una corriente eléc

trica a través de la soluciénf

Cuando los diversos componentes de una mezcla como lo es el -~

plasma, se colocan en una solucién 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 nlmero de las diferentes fracciones encontradas depende del

método de andlisis usado, pues &ste puede estar gobernado pof -

los Rpopésitos del diagndstico particular, para el cual la de-

terminacidn ha sido hecha.

En algunos casos, es suficiente el determinar sélo el de las -

proteinas del suero total. " Esto puede ser realizado con un re-

fractémetro o por un método colorimétrico simple, usando el reac

tivo del biuret.

La simple separacién de las proteinas en las fraccilones de alb(-
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mina y globulina, pueds realizarae por métodos de fracclonamien
to salino.

Por este método, una solucifn concentrada de sulfato de amonio
s8 agrega al suarc, de tal modo gue puedd ajustarse que preci-
pten las molfculas Jde globulinas v las alblminas de menar [ama-
fia persanecen &n aoluecifn, Despufs de gque han sido separadas,
las albdminas son determinadas en solucifn por la reaccifn dal
biurat.

La globulina se detarmins rvestando la protefina total a la albl-
mina presente,

Ein embarge, la separacidn no e completamente clars ¥ por lo
tanto el método no e del tode satisfactoric. Debido a @sto se
han mlagido métodos de separacifn de las Fraccions=s de albimina
v globulina por mEtodos guimicos puros.

Usualmsnte al valor de proteims total y de altdmina es medido
directamente ¥ la globulina calculada por sustraccifm, pero pa-
ra otros propisitos es proferible determinar separadasente a ls
alblmina .

La alblmina &8 wna especis molscular simpls, pero la globulina
por otro lado, estd compuesta de un nimerc de distintas protef-
nas. Fara su separacidn y determinacidn, uno de los diferentes
tipos de alectroforesis ef cominmente emplesdo.

Upando acetato de colulosa, las globulinas se separan e=n alFfa 1,
alfa 1 beta y gamma, Cxisten otras [racciones enconiradas en
al susro.

En sl plasma hay otra [fraccifn protfica, =1 [ibrinbgess ausen-
te #n &l suwers. ELste debe Ser separado y determinads en plasaas.
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En la electrofor=ais generalsente 88 wtiliza susro, perc algu-
nas veoss 58 producen interferencias causadas por el fibrind-
g#no an 1la cuantificacifn de las otras fracciones prothicas.
Las globulipnas beta y gamms constan de un nisers de espocies -
com funciones distintas, michos de los anticuerpos insunes del
cuerpo s8 ha visto gque contienen fraccionss de gamma globwulina,
otras protelinas encontradas con la fraccifn globulinica imclu-
yen el onlace de proteina con otras sclfculas, como suceds con
1a hemoglobina, haptoglobina, transferrina, las cuales son de-
terminadas por inmuncdifusifén o inmunoelectroforesis.

Existen um nimero de otras protelinas conteniends olras sape---
cies moleculares an el suero, esstas inoluyen a lipoprotelnas,
gliceproteinas y mucoproteinas (1).

Fara determinar las protelnas del suero, plasma U orina, ss --
puede recurrir a métodos sencillos y rdpidos que sl Kieldahl,
sin embargo, esta prnnldimiun:ﬂ figues alends &l patrdn por el
jue e rigen ofrof.

Fara la normalitacifn de otros métodos, oe utilizan como patro
nes sueros normales o patolégicos, sn los ocualem se ha determi
nado el nitrdgenc total y el nitrdgene ne proteinico por el mé
todo de Ejeldanl.

En la determinacidn de proteinas totales, albimina y globulima,
s utiliza el mfivodo del Siuret &l cual fuf adaptado del da ——
Fingsley, siendo el primerd que describdd un método prictico -
para aplicar la reacciln dsl Blurer, & la determinacifn cusnti-
tativa de la concentracifin de protelinas sdricas.

En 1904, Kingeley introdujc a1 uso de #rer pard eflectuar una -

rdpida separacifin de alblsinas ¥ globulinas Bediante soluciopes
1



33linas y demosted que 1a preclpitacidn por 2alinizacifin se po-
dia efectuar & la temperatura ambiente,

E1l reactivoe de Bilurer de HKingaley, fuf modificade por Weichal-
baum (1894&} para mejorar la estabilidad w» disminuir la forma--
cion de turbidez del syero.

Poco despuis de la introduccifin del método electroforético para
la sepiracién de las proteinas, se puso en clapo que la solu--
cifin de sulfato eddico al ?1.5% propuests poy Howe, & la solu--
cifdn de sulfato amfpico a media saturacidn usada en la mayoria
de los labopatorios para laseparscifm por salinizacidn de las -
globulinas, distaba bastante de efectuar una separacifn comple
ta.

Majos v Milne mejoraron la exactitud del procedimiento de sepa-
racifn por salinizacidn, mediante el use de concentraciones ma=
yores de sulfato sddico. S5in embargs, las soluciones wtiliza-
das por ellos cristalizaban FAcilmente a la temparatura ambien
te y por lo tanto requerisemplearlsas a 177,

Esta desventaja se superd en &l mitodo presente, utilizando --
una megcla de sulfato v sulfite sfdicos, cuyas solubilidadas
gon aditivas. La solucifn mixta se puede usar an combinacidn =
con &ter para la ri3pida separacifn de globulinas y albiiminas,
teniends la ventaja de estar bien amortiguada por el sullita -
afdico, mientras guée las soluclones de sulfato sddico eatdn -
sometidas & cambics en el pH en cudnto se contaninan Con pegue
flas cantidades de Scida o dlcali. Esta ha sido una causa oca-
gicnal de error en la aplicacién de los métodos antiguos {4,
En los primeros métodos de determinacign de globulina gamma -

del suera, era preciso utilizar numerosas sales a diferentes
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concentraciones. Entre estas se contaba con la solucibén de sul
fato amdnico al 33% de saturacidn.

La técnica de utilizacién de esta sclucidén se modificd y es la
base de varios de los métodos cuantitativos actuales.

Otro tipo de métodos de precipitacién, aprovecha la turbidez -
producida al combinarse las proteinas con ciertos metales pesa-
dos como cinc, cobre, cadmio y bario, en condiciones estables
de temperatura, pH y concentraciones de proteinas y reactivos.
Wolfson y Cohn idearon un procedimiento con el separaban las
proteinas 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 solucidn de sulfa
to ambénico al 33% de saturacibén. El pH se ajusta al punto ---
isoeléctrico (6.4), agregando cloruro de sodio, para obtener -
el mdximo de recuperacidn (25)

Para la determinacidén de fibrindgeno se han aplicado todos los
tipos de métodos de valoracibén de proteinas: gravimétrico, --
Kjeldahl, electroforesis, refractometria, nefelometria y colo-
rimetria con &xito variable.

Los métodos empleados con mis frecuencia en los laboratorics -
clinicos, consisten en el precipitacidn del fibrinégeno del --
plasma en forma de fibrina y andlisis del codgulo por determi-
nacidén de la cantidad de nitrdgeno por el método de Kjeldahl,
o con la ayuda de otros métodos colorimétricos de proteinas.
Und de los primeros métodos utilizados para la separacién de
fibrina a partir del plasma utilizados fué el procedimiento de

sarrollade por Cullen y Van Slyke quienes afiadieron cloruro --
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edloico a plasma oxalatado y deterslnaron la cantidad de nited-
geno an el colguls por el mftodc Kieldahl, valor gus && &Xpresa
como protefna sultiplicindols por &l factor &.25.
Gram desarrollf un método semejants para usarlo con sangre ci-
tratada.
Bang ha modificado al mitodo de Gras, convirtiéndolo en um pro-
cadimianto mie rlpido mediante &l umc d& solucifn de trombina y
lavado con aloohol y &ter para dasscarle cdpidaments, anted de
separar &1 colgulo.
Un mfitods colorisftrico amplizsents usdds durants muchos afloa,
consiste en la combinacifo de la técnica de Cullen y Wan Blyka
para la separacifin del codgulo y utilizacibn del reactive de -
fenol.
Existen ciertos errores inherentes a los mftodes iniciales, -
que han pusstc de relieve s=studiss pecientes, on los qQues S8 =--
expled trombins purdficada para la converzidn del fibeindganc
an fibrina, ss] como los datos dal fraccionamiento de las pro-
teinas sanguineas de Cohn y colaboradoras.
Saifer ¥ MNewhouse determinaron el fibrisdigens, smpleando un -
procedimiente micpofotomBtrice con ninhidrina en condiciones
reguladas.
Coms los reactivos del Biuret vy Biwre:-Fanol s& han empleado -
con #xito en =l andlinis d99 proteimas y son accesibles a la -
sayor parte de loa laboratorios de anfilisie elfnicos, el miito
do que se describe §& ancontrd Otil ¥y comparativamenta ripido.
£l codgule de Finpinfgans se separa del plasma seghn Bang v -
la proteina se datermina por el sEtodo de Lowry © por la tee-
rica usual del Biuret (26 wal. IIIZ.
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Las protelnas totales en liquide eefaloraguides, se han podido
detarminar eslorimftricamente, mediants el uso dal reactivo del
Biurat; dJe Hessler, de Tolin-Clooclteau y 21 de Hinhidrina.
Hafaloméericanente, con sulfato de amonio, Boido sulfosalisi-
lico o leids tricloroacEtico, & imsunoguimicansnie. A excep—
cifn o8 loan mitodos mencionados & Gltims Jugar, €] resto pEce
sitd de un vollmsn de moesiva de 0.5 & 1.5 ml.

Daughaday, Lowry, Rossbrough y Fieldas tonlendo en cuenta las
dificul tades existentes para la obtencifin de tan grandes voli-
manes d8 lfquide cefaloraquidec, como wa necesitan para la mayo
ria de lop métodos de anflisis, idearcn un ®itodo gus solamenta
necesita de U.@ ml. de muestra. Esta thondca analitica se ——
basa &n obssrvaciones anteriores hechas por Merrior, Lowry, Fo
sebrough, Farr v Randall, scerca del incremento de color Dndu-
cido por los iones clipricos en presencia de) reactivo fenflico
ge Folin-Ciscelteau, 26 proteinas en cuys cosposiciinsntrase a
formar parte la tirosline.

Knights, Mo, Domald y Plowpuo describieron una ultramicrotécnz
ead golorimdtrica qua necesita Unicamente 44 0.06 ml. de mues—-
sTd.

Hasta el moments, no existe ningln método exacto y precisc de
determinacifin de protefnas totales en liguide cefaloraguiden
gue pusda adaptarse & la rutind diaria de los laboratorios da
apklisis clinicos.

Los sftodos gue se emplesn wswalmente varfan tanto en exacti-
Tud coms en comple]ldad.

Loz resultados obrenidos sediants la determinacifin del mitrd-

goeno por &l métods de Ejeldahl se admizen como refarencia, pa
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ro como se requiere de.15 ml. de muestra, lo cual resulta difi-
cil llevarlo a cabo, ademds tarda mucho tiempo, ya que s6lo para
la digestidn &cida se requiere de 2 a 3 horas. .
Se han efectuado numerosas tentativas'para encontrar una téc-
nica precisa sencilla y prictica. Asi, se ha recurrido al mé-
todo de equivalencia de Jonhston-Gibson, afiadiefidole iones cfi-
pricos.
Daughaday, Lowry, Rosebrough y Fieldaé, adaptaron un reactivo
cuprofendlico a la determinacidén directa de proteinas. Estos
investigadores restan una cantidad constante de 6 mgs. de pro-
teinas por cada 100 ml de la cifra de proteinas totaies obteni-
da, para corregir de esta manera el color producido por las --
substancias crombgenas no protéicas.
Sin embargo, Sevensmark demostrd, que pueden producirse erro--
res hasta de 39 mgs. en 100 ml, pese a la aplicacidn del fac--
tor de correcidn de Daughaday. Este autor estima necesario --
determinar las cifras de correccidén individualmente, si se quie
*z’e evitar errores, lo cual complica el procedimiento.
Zondag, Van Boltezelver y Reider, han recomendado precaucidn
al aplicar los métodos de equivalencia de la tirosina, en la --
determinacién directa de proteinas del liquido cefaloraquideo,
ya que existen muchas drogas de uso comlin que interfieren sen-
siblemente la reaccidn colorida.
No obstante, la mayor sensibilidad de estos procedimientos, -
permite realizar los andlisis con vollmenes pequefios de mues-
tra, lo cual explica que el método de Daughaday esté especial-
mente indicado para pediatria.

También se han empleado numerosos métodos del Biuret para de-
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terninacifin de protefnas en el Lliguide cefaloraquidec, la mayo-
ria de ellas dan cifras mayorss a las obtenidas por el mitodo
de Kjeldanl.

i pien los resultados obtenidos con el mérodo del Biuret, --
ideads por Ooa, resultan comparables 3 lop conccidos por al ==
mérodo de Jehnston-Cibson.

Meulemanf se ocupd de la determinacifn nefelomftrica de protef
nas en =1 1{quids cefaloraguides y coincidiendo con investiga-
dores antericres, 1legd a la conclusidn de gus Los sétodos ==
turbidimétricon que emplesn dcldo sulfosalisflico, mo propor-
cignan resultades precisos, ya que las cifras obtenidas depen-
den notoriamente de las concentracionas relativas de albfiminas
¥ gEloebulinas. Puesto gqoe el grado de turbddes ss mAyor con -
las albiminas que con las globullnas. Por ells, Meulemans pu
blicd dos progedimientos perfeccionados (2% wol. V.3

En general, s¢ han descrito nrumercsos sStodos para la determi-
pacifn de lnrmti'[us sricas, de sntre ellos, sl método --
uhlvtmllnl;tl reconscido como tiplco, es la determinacidn de
nitrdgenc E-J'll"l.n Kisidahl, una tdenica excelente para sa es---
pleo, ha li-!':|I deascrita recientemante por Hiller, Flazin y Wan
Alykes. .

Sa usan tam,;en los aétodos basados en la apreciacifn de la -
dennidad == lalnents desde la introduccifn del método del sul
fato de oo pe r:rr Phillips y colaboradores, aln esbargo, la -
dafigidad duvy gyero pusde estar afectads por otros componentes.
fa han eml]padn mtodos gravisfericos, pero se neceslta dema-

81800 Tiepps pars ser utilizados en anSlisias clinloos,
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La refractometria es también inadecuada para el trabajo clinico,
debido a los grandes errores que pueden surgir sobre todo de la
interferencia de los lipidos.

Las técnicas basadas en la determinacidn de tirosina, arginina

u otro aminodcido, componente especifico de las proteinas, estin
sujetas a errores a causa de las diferencias en el valor cromé-
geno de las distintas proteinas séricas. Ya que el complejo -
proteinico sérico experimenta cambios en el transcurso de las
enfermedades, por lo que pueden presentarse marcadas diferen--
cias en reactividad.

El reactivo fendlico de Folin, usado tras el tratamiento preli-
minar del reactivo clirpico-alcalino, es extraordinariamente sen
sible, pero adolece del inconveniente anterior.

La Ninhidrina se ha empleado con éxito como reactivo altamente
sensible para la determinacidn de proteinas séricas totales.

La reaccibn del Biuret, tiene numerosas ventajas sobre otros pro
cedimientos, para la medicidn de las proteinas séricas. Robin-
son y Hogden, han descrito un excelente método para la aplica-
cién de la técnica del Biuret, requiere mis tiempo que el pro-
cedimiento descrito aqui, porque las proteinas se separan prime
ro por precipitacidn, antes del tratamiento con el reactivo del
Biuret.

Gornall, Bardawill y David describieron un reactivo del Biuret
modificado, para la determinacidn separada del albiiminas y glo-
bulinas.

El método mis ampliamente aceptado, es el electroforético de -
Tiselius.

Las cifras medias de alblinina, obtenidas por el método de pre-
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cipitacién salina que usa la mezcla de sulfato-sulfito sédicos,
son casi idénticos con las del método electroforético, ésto se
comprobdé en mis de 100 sueros patoldgicos. Las diferencias ra
ramente exceden de 0.5 gr., un valor que puede anticiparse so=
bre la base de la precisidén del método electroforético.

El método de salinizacidén se desvia del electroforético, mis -
alld 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 albimina medida por este método es demasiado ba-
ja.

El sulfato sbdico, a concentraciones elevadas, fué usado por -
Major y Milne a temperaturas de 3?00, empleando la filtracidn
para la separacidn de la globulina.

Wolfson, Cohn y colaboradores, usaron el sulfito sédico en solwu
cifn al 28%, pero esta técnica resulta complicada y en conse--
cuencia menos conveniente que la mezcla de sulfato-sulfito. -
El suo del sulfito sbdico como reactivo para fraccionamiento de
proteinas, fud introducido por Campbell y Hanna.

Los presentes autores, encontraron que el sulfato sédico, fosfa
to sbdico y el sulfato magnésico, usados para la precipitacidn
por salinizacibn de las globulinas, interfieren con la aplica-
cibn de la reaccién del Biuret.

Cohn y colaboradores, han descrito diversos métodos, basados en
el empleo del alcochol para la separacidn de las diferentes frac
ciones proteinicas, segiin los principios desarrollados en los
laboratorios de Cohn. En estos procedimientos el contrel pre-
ciso de las temperaturas en la zona de-5° es esencial en todas

las fases de la separacién, salvo que se disponga de equipo ade
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cuadanente refrigeredo, sSuelen ser poco preciscs lod reseltados
obtenidos por =ste sftodn. Lo mismo pusde decirss dal sétodo

de Pilliss=r y Hurchinson gque sustituye sl scamal por metanol --

(X% wol., 1I¥.D)
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Se han utilizado diversos métodos para determinar la cantidad
del total de proteinas en el suero o en otros liquidos biold-
gicos en general no existe un método del todo satisfactorio,
el de eleccién depende de la naturaleza de la proteina y ----
de los otros componentes presentes, asi mismo, también de la
rapidéz, exactitud y sensibilidad que se busque en el ensayo
(23).

Uno de los métodos clisicos es el de Kjeldahl, en que la mues-
tra se digiere con dcido sulffirico y calor el nitrdgeno de las
proteinas con la mayor parte de los componentes nitrogenados
se convierte en sulfato ambnico, el amoniaco liberado se de-
termina alcalinizando la solucibn, la que se destila hasta ha-
cerla 4cida y se titula o bien se le hace reaccionar con el --
reactivo de Nessler, para obtener una coloracidn mensurable.
Si hay compuestos de nitrogeno distintos, serd necesaria hacer
una correccidn, esta suele consistir en retirarlos por precipi
tacién y determinar el nitrbégeno no proteico que se sustrae -
del contenido en las proteinas de la muestra asi puede calcu-
larse la cantidad existente, si se conoce la proporcidn de ni
trégeno presente en ellas.

En el suero humano, el factor de correcién para proteinas to--
tales es 6.54 (17).

El andlisis de nitrdgeno por el método de Kejldahl, se basa en
que las proteinas contienen de 12 a 18% de nitrdgeno por peso,

ya que las mezclas han sido oxidadas a mondxido de carbono y
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a ilones amonio por calentamiento con dcide sulflrico concentra-
do, se determina el NH3 por varios métodos:

Titulacidén Kejldahl.- La adicidn de exceso de dlcali a la solu-
cién &dcida conteniendo icones amonio, causa la formacidn de amo-
niaco, se destila el vapor del amonio y se pasa a un sistema -
cerrado dentro de una solucidn valorada, en donde se titula.

En la pruéba de Nessler, a las soluciones alcalinas contenien-
do estos iones se les agrega yoduro merclirico potdsico, -----
reactivode Nessler) se produce una coloracién naranja, debido
al éomplejo formado, pudiefidose medir cuantitativamente a u4u40
nm en un fotocélorimetro (16).

La determinacién de proteinas por el método del Biuret utiliza
un reactivo alcalino de sulfato de cobre, la reaccidn depende
de los enlaces peptidicos que caracterizan la proteina (17).
Este método se basa en que los compuestos que contienen dos o
mids enlaces peptidicos dan un color que va del plrpura caracte
ristico, al azul con solucidén alcalina diluida de sulfato de -
cobre (16).

La prueba del biuret es posible reproducirla para cualquier --
proteina dada, requiriéndose grandes cantidades de ésta (1l 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 proteinas.

El color formado por el reactivo de Folin-Ciocolteau se debe

a la reaccidén de la proteina con el reactivo alcalino de cobre,
como sucede en la reaccidn del biuret, a la reduccidn de las -

sales fosfomolibdato-fosfotungstato del reactivo por la tirosi
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na y triptofano (aminodcidos presentes en las diferentes protei
nas) (186).

Otros métodos consisten en medir el enturbiamiento producido al
afiadir a una solucibdn de proteinas un precipitante, &ste es el
utilizado con frecuencia para orina y liquide cefaloraquideo.
También se ha utilizado la medicidn del peso especifico o del -
indice de refraccién de la solucién, con riesgo de que los com-
ponentes no proteinicos modifiquen esfos valores, o por la me--
dicibn de algiin grupo o enlace caracteristico presente en la mo
lécula tales como el hidroxifenilo o uniones peptidicas (17).

En la determinacién nefelométrica, las proteinas se mezclan con
dcido triclorocacétice a bajas concentraciones, dcido sulfosali-
cilico o ferrocianuro de potasio en &cido acétice para producir
la turbidez.

Bajo condiciones controladas de temperatura, concentracién y -
tiempo de exposicidén a agentes precipitantes, el resultadc se
puede conocer por la turbidez leida a una densidad bptica de
500 nm.

En el ensayo espectrofotométrico de proteinas, los residuos de
tirosina y triptofanc exhiben una absorcién ultravicleta apro-
ximadamente de 275-280 nm, asi la concentracidn de la proteina
en una solucién pura deber ser proporcional a su absorcién.

Un nimero de proteinas puras en solucién en cantidad de un --
miligram@ de proteina por mililitro exhiben una densidad &p-
tica especial a 280 nm.

Las ventajas de este ensayo son: rapidez, no hay destruccién

de las enzimas, desafortunamdamente otros compuestos presentes

en materiales naturales exhiben esta misma absorcidn, especifi

: : ‘ 23 5
camente los Acidos nucléicos, que presentan una absorcidn maxi
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ma a 260 nm y continlan exhibiendo absorcicnes a una longitud
de onda de 280 nm; debido a ésto se necesita hacer correcciones

si la absorcidn estd entre 260-280nm (23)
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5.3, P IOH RE DIVERSOS DOS DE € LACION DE =

52 sscoge la téenica sn funcifin del material qua 88 va & analizar
v del tips da informasidn qua se busea.

a).- En sl anflisis de Kjeldahl para nitedgeno total, la cuanti-
ficacifn se hace despulis del aislamjento y precipitacién adecus-
dos, o bilan, aplicends una correcifn en funcifn del nitrigens -
ne protelice.

Puede emplsarse un factor de conversidn para granos de protainas
por gramos de n:l.trﬁ].lm.

bl.- HEpoado del Bluret.- Se utiliza una proteins conocida para
construfr uma curva patedn.

gl.— Mitodo de Lowry.- Utiliza la modificacifn del mitodo de --
Folin=Cigcoltéau basado #n presencia dé tirosina y triptofano -
de las proteinas.

d).- Hadicifn de absorcifn con luz ultravioleta.- A una longitud
de onda de JEO/2E0 nilimioras despubs de eliminar law substan-=-
cias po protelnicas por diflieis o por (racciocnamisnto.

fabe emplearsa un coeficiente de ewtineifn apropiade para =1 -
&#itudio de protefnas especiales (1.55 = 780 -0.775 w 16k)= mi--
erogramos por mililites de protainas pressntes.

al.= Hediclfin de la densidad de una selucifin despufs da una puri
ficacifn apropiada.

hl.- Medicilin dal fndice da refracciln de una solucidn de protei
Fid «

1).= Pedada directa de la musstra purificada y deshidratada

§i:= Incorporacifn Jde Scidos aminados radicactivos al material
precipitindole com &cido tricoloroacdtico al 5%, &n caliente, -

con la finalidad de medir la sintesis de proteinas en los estu-
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dicsg metabllicos.

Se han Wtilizads low sftodes a, b,o, ¥ & ademls de f en andli—
si=z de alimentos y tajides can objeta de ip verificando la puri
ficacifin de allos.

los mEtodos gl, H) & i) s8lo pusden aplicarse a subsvascias bas
Tante puras 0 cuando &8 posible introducie un factor de& sonver-
sifin para la presencia de nales y otras substancias no protefni-
adn.

Los mitcaos espectrofotosdtricos mis usados son el da Lowry (sep
pivilidad entre L y 300 microgramoal] ¥ el de Biuret (sensibili-
dad de 0,25 a 200 miligramos).

Lok otros dos métodos eapectroforomdtricos (2007240} con sensi-
bBiligad e 0.0% a 700 miligramcs). ¥ el método Delea ZI5/718 mep
aibilidad de 10 a 100 mge. exige un espectrofotdmetro mis senei-
bla.

El inconveniente mis grave de esTas vlenicas, oo relaciond oo
al hecho de que las distintas proteinas, musstran espectros de -
absarcidn dlferentes ¥ qua nlngﬂn patrdn protefnios Gnico basta
paPA estudiar cualguier proteliaa.

4 mejor maferd B prepLAPAT na curvs patrinm de refarsncia con
1a propia protelna gue == guisrs estudlar poro #sto no sismpre
es pomible pues po e dispone de muesstras precisas de cada pro-

tefna problema (14},
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$.%4. DETERMINACION DE PROTEINAS POR El METODD DEL BIURET

Cusands la ured o6 calentads a cerca de 1807C, ae descompans
dindonos un produsto Llasado *biorer®, el cual en pressncia de

cobre oo selucifn alcalina forma un complejo violeta rojizo. -

La reaccildn o8 como oIgues: i
b= =FT0
o B N,
£Eg ire'e - l""HH = FF'J ﬂ:r 0 ."'1'
i
" — n;c:"“ e fl'__z__“‘*"-.h..-
' & s . - LY
-H:.' ‘_;"' ‘lﬂh‘
'llll Lo

o )
Esta reaccifin &2 1a base en la determinacifn de %taimu BN =
susro ¥ ef otpoR 1iquidos hioldgicos ().
Fundamento del ndtodo.- Todas las proteinas contiensn enlaces
de péEptide, &1 se Trata una solucifn dé proteinas con lohed oo-
bre &n un medio moderadamente alecaline, se forma un complein
quelats colorsads de cosposicifn desconocida, entre 21 ifn o00-
bre y los grupos carbtoxilo y amino, de los enlaces de pEptico
ocurre und reaccidn samejante eantre sl idn chprico ¥ el compuan
to orginico bluret por ello se 1 lland| "reaccidn del biupst®,
Aminofcidos v dipAptidos nos pueden dar la ceaccifin, pers tri-
piptidos, polipéptidos y protefnas dan productos de colod foRd
a vinleta rojice.
En la practiea un ifn clprico enlasa 4 guatro o seis enlaced de
pEprido por sedio de enlaces coordinados, la intensidad del sa-
lor producido =8 proporcional a la canmtidad de snlaces peptidi-
Qo5
Asf este método me considera an procedimiento colorimétrice sip
ple ¥ clpido para la cvantificeacifn de proteinas, este peactivo

tisns un perfods de sstabilidad Limitado ya gue Ias salss de --
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cobre gon susceptibles a la autoreducifn con formacifm de hi-
dréwido 44 cobre (23),

Weichelbaum usd &l tartrato de sodio y potasio como estabili-
gador v yvoduro de potasioc para prevenipr autoreduccibn, sin am
bargo #8 inestable an almacenamisnts prolongado.

Gornall retuve &l tartrato cono estabilizador chservando -
gue &l yoduro de potasio era innecesaric ya que la aureduceifn
pourris cuande s& utilizaba sulfato de cobre impuro.

El reactive da Benadiet ha sido utilizado tambifn, ya que con-
tiens citrato como agents estabiiizador, slenda de baja aloa-
linidad, este procedimients usa solucifn de hidrdxido de sodis
al ¥, o cual es una wventajs ya gue =) mixiso de coler produ-
aide an la reaceifin dal biuret se 1leva a cabo cuands la con-=
gentracidn final de sopa entd entre 1.2 & 2.0,

La absorcifa mixzima dal compledo protelna-biuret en &l espeactrs
vigible ocurre a 45 milimicas.

La protafina total en suaro normal es datermiads por la reacoiln
del Biure:, aumentos sutiles pusden ser deternlnados por al ol
todo de Kjaeldahl.

La reaccifn del biuret ha sido adaprado al autoanalizader usap
do sl redctivo descrito por Weichslbaum.

HMuchos investigadores han aportado datos scerca del miitodo de -
los gue pueden citarse: Eingsley (19823, Hahl (1985), Weichel--
baum (1048) y Reinhald (18563},

Principalments en ralacifin 4 la scdificanifin v cambios en la -
composicifn del reactive (12).

El método d= Bsinhold estd dado y &s recomsndadc para el wso de

rutinag diaria.
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La refractometria es también inadecuada para el trabajo clinico,
debido a los grandes errores que pueden surgir sobre todo de la
interferencia de los lipidos.

Las técnicas basadas en la determinacidén de tirosina, arginina
u otro aminofcido, componente especifico de las proteinas, estan
sujetas a errores a causa de las diferencias en el valor Cromd-
geno de las distintas proteinas séricas. Ya que el complejo -
proteinico sérico experimenta cambios en el transcurso de las
enfermedades, por lo que pueden presentarse marcadas diferen-—
cias en reactividad.

El reactivo fendlico de Folin, usado tras el tratamiento preli-
minar del reactivo clrpice-alcalino, es extraordinariamente sen
sible, pero adolece del inconveniente anterior.

La Ninhidrina se ha empleado con &xito como reactivo altamente
sensible para la determinacién de proteinas séricas totales.

La reaccién del Biuret, tiene numerosas ventajas sobre otros pro
cedimientos, para la medicidén de las proteinas séricas. Robin-
son y Hogden, han descrito un excelente método para la aplica-
cién de la técnica del Biuret, requiere m&s tiempo que el pro-
cedimiento descrito aqui, porque las proteinas se separan prime
ro por precipitacibn, antes del tratamiento con el reactivo del
Biuret.

Gornall, Bardawill y David describieron un reactivo del Biuret
modificado, para la determinacidn separada del albﬁminas-y glo-
bulinas.

El método mds ampliamente aceptado, es el electroforético de -
Tiselius.

Las cifras medias de albimina, obtenidas por el método de pre-
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cipitacilin salina que usa la mezcla de sulfato-sulfito sddicos,
son casi idénticos con Las del método elestrolorétieco, dto me
comprotd en mis de 100 sueros patoldgicos. Las diferencias ra
ramente exgepden de 0.5 gr., un valor que pusds anticiparse o=
bre la base de la precisifn del sftodo electroflordtico,

Cl método de salinizacifn ge desvia del slectroforético, mis -
alli de sdte 1imite sclamenta cuando lag olfras do gamma globw-
lina dan val cres extremadamente elevados (Agr/l00 ml o meyores),
por 1o que la albimisna wedida por este mitodc e8 demasiadd ba-
4.

El sulfato sddica, a concentraciones elevadas, fuf usade por -
Major ¥ Milne a temperaturds de 37°C, empleando la filtracifn
para la separaci®n de la globulinae.

Wolflson, Cobn y colaboradorses, usaron =1 sulfitc sddico em solw
cifn al TN, paro asta tEchica resulta complicada ¥ en conse——
cusncia menos conveniente que la mezdla de sulfato-gulfito. -
El auo del sulfites safdico coms reactivo para Iraccionamiento de
protefnas, ful intreducido por Campbell y Hanna.

Log presentes autores, shcontraron qoe =1 sulfate sbdico, fosfa
1o sldico v el sulfato magnésicvo, wussalos para la prescipitecifn
por salinizacifin ds Llas globulinas, interfisren con la aplica-
eifin de la reaccién del Biuret.

Cahn ¥ colaboradores, han descrito diversos mEtodos, basados en
el enplec del alcohol para la separacifn de las diferentes frag
cionas proteinicas, segin los principios desarrollados en los
latoratorios de Cohn. En estos procedimientos el sentrol pre-
cig0 de las temperaturas an la zona de<5° =s esencial an todas

las fases de la saparacifn, salvo gue s disponga de squipo 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 vy Hutchinson gque sustituye el etanol por metanol --

(25 vol. 1IV.)
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S& han utilizado Jiverssrs mEtodos para determinar la cantidad
dal total de protefnas en el sueroc © en otros 1iguidos biolf-
gicos en general no Existe un ebrodo del todo satisfactorieo,
2l de aleccifn depends de la néturaleza de la proteins y ———-
de los otros componented pressntes, asf misss, tambodn de Lla
rapidéz, exactitud y sensibilidad que se busque en =1 ensayo
{13},

Uned de los métodos clisicoa es &1 de Ejeldahl, en que 1a mued-
tra sa digiere con dcido sulfdries y malor el nitedgenc de lam
praotefinas con la mayor parte de los componentes nitrogenados
ie convierte en sulfato ambnico, &1 amonfaco liberado se de-
tarmina alcalinizandc la solucidn, la que se destila hasta ha-
parla dcida y se titula o bien s@ ls hace reaccionar con el —
resctivo de Nessler, para cbtensr una coloracifn mensurable.
£i hay compusstos de nitrogend distintos, seri necesaria hacepr
ena correccibn, =3ta suwele conslstir on retirarlos por precipi
tacifin vy deterninar el nitrigenc no protelco que as sustras -
del conrenide en las proteinas de la muestrd asi puede caleu-
larse la cantidad existente, s8i ae conoce la proporcifn de ni
trigens prosente en ellas.

En el sumpro humano, sl factor de corrscifn para proteinas to--
tales ea 6,50 (17).

El anflisis de nitrbgens por =1 mfrodo de Kejldahl, se basa en
gue las proteinas contiensn de 17 3 18% de nitrdgens por peso,
¥a gue las mezclas han sido oxidadas a monfwide de carbono y

15%



a iones amecnio por calentamiento con &cido sulfirico concentra-
do, se determina el NH3 por varios métodos:

Titulacidén Kejldahl.- La adicién de excesc de &dlcali a la sclu-
cién &cida conteniendo icnes amonio, causa la formacidén de amo-
niaco, se destila el vapor del amonioc y se pasa a un sistema -
cerrado dentro de una solucibdn valorada, en donde se titula.

En la pruéba de Nessler, a las soluciones alcalinas contenien-
do estos iones se les agrega yoduro mercirico potdsico, -----
(reactivode Nessler) se produce una coloracidén naranja, debido
al complejo formado, pudiefidose medir cuantitativamente a 440
nm en un fotocélorimetro (16).

La determinacidén de proteinas por el método del Biuret utiliza
un reactivo alcalino de sulfato de cobre, la reaccidn depende
de los enlaces peptidicos que caracterizan la proteina (17).
Este método se basa en que los compuestos que contienen dos o
mids enlaces peptidicos dan un color que va del plrpura caracte
ristico, al azul con solucidn alcalina diluida de sulfato de -
cobre (16).

La prueba del biuret es posible reproducirla para cualquier --
proteina dada, requiriéndose grandes cantidades de &sta (1 a
20 mg) para el desarrollo del color.

El método de Folin-Ciocclteau, es otro de los métodos cuantita
tivos usados es sensible a mezclas conteniendo hasta 5 microgra
mos de protefinas.

El color formado por el reactivo de Folin-Ciocolteau se debe

a la reaccidén de la proteina con el reactivo alcalino de cobre,
como sucede en la reaccidn del biuret, a la reduccidn de las -

sales fosfomolibdato-fosfotungstato del reactivo por la tirosi
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na y triptofano (aminodcidos presentes en las diferentes protei
nas) (16).

Otros métodos consisten en medif el enturbiamiento producido al
afiadir a una solucidn de proteinas un precipitante, &ste es el
utilizado con frecuencia para orina y 1iquido cefaloraquideo.
También se ha utilizado la medicién del peso especifico o del -
indice de refraccibén de la solucidn, con riesgo de que los com-
ponentes no proteinicos modifiquen esfos valores, o por la me--
dicidén de algln grupo o enlace caracteristico presente en la mo
lécula tales como el hidroxifenilo o uniones peptidicas (17).

En la determinacidn nefelométrica, las proteinas se mezclan con
dcido tricloroacético a bajas concentraciones, dcido sulfosali-
cilico o ferrocianuro de potasio en 4cido acético para producir
la turbidez.

Bajo condiciones controladas de temperatura, concentracidn y -
tiempo de exposicidn a agentes precipitantes, el resultado se
puede conocer por la turbidez leida a una densidad 4ptica de
500 nm.

En el ensayo espectrofotométrico de proteinas, los residuos de
tirosina y triptofano exhiben una absorcidn ultravioleta apro-
ximadamente de 275-280 nm, asi la concentracidn de la proteina
en una solucidn pura deber ser proporcional a su absorcidn.

Un nimero de proteinas puras en solucidn en cantidad de un --
miligrame@. de protefna por mililitro exhiben una densidad &p-
tica especial a 280 nm.

Las ventajas de este ensayo son: rapidez, no hay destruccién

de las enzimas, desafortunamdamente otros compuestos presentes

en materiales naturales exhiben esta misma absorcidn, especifi

. . : .. o
camente los &cidos nucléicos, que presentan una absorcidOn maxl
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ma a 260 nm y continflan exhibiendo absorciones a una longitud
de onda de 280 nm; debido a ésto se necesita hacer correcciones

51 la absorcidén estd entre 260-280mm (23)
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5.3 IVERS D05 DE TITICACION DE -

Se I-l-:'.ﬂli- 1a téenica an funcibn del material que s& va a analizap
¥ dal tipo de informacifin que s& busca.

al.- En sl andlisis de Kiesldahl para nitrSgeno total, Ia cuanti=
Ficacifn se hace despulls del aislamiante » precipitacidn adecus-
dos, o blen, aplicandd una correclfn en funcifn del nitrigens -
na protafco.

Puede esplearse un factor de conversldn para gramon de protelnas
por gramos de nitedgena.

bl.- Mtads dal Biluret.- 5z otilizs una protelsns conocids para
oonstrule uns curva patrdn.

c).- Mitodo de Lowry.- Uriliza la modificacisn dal mBtoda de —-
folip=Cisgolteau basads an presencia da tirosina ¥y triptofanc -
de las protalnas.

d}.= Medicifn de ab=orcids con luz ultravieleta.- A una lomgitud
de onda de 200/760 milimicras despuls da aliminar las substan=--
cias no protelnicas por difilisis o por fracolocamiento.

Debs empleards un corficlents de extineifn apropiade pars el -
antudio de protefinas espaciales (1.55 w 380 -0.776 w Lik)= mi-=
crograscs por mililitro de proteinas poaesntes.

@)= Medipifin de la dengidad de una solucifn despulis de uma purdi
floacifn apropiada.

hi.- Hedicifn del Imndice de refraccifn da ena solucidn de protel
i«

i), Fesada diresza de 1a musstpra purificada y deshidratada

)= Incorporacifin de Scidos aminados radicactivos &l matarial
precipitindolo con deido tricolorosacético al 5%, an calisnte, -

con la finalidad de medir 1a sintesis de proteinas an loa setu-
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dios metabSlicos.

Se han utilizads log mdtodos &, b,o, v = adenls de £ an anfli--
gis de alimentos y tejidos con objeto de ir verificando la puri
ficacifin de allos.

Log mftodos g), H) & i) s6lo pusdsn aplicarse a substancias bas
tants puras o cuande em posible introducir on factor de coaver-
tifin para la pressncia de sales y otras substancias no protveimi-
088 .

los mftodos espectrofotomftricos mids usados son &l de Lowry (Een
sibilidad entre 1 y 0 microgramos] ¥ el de Biuret (sensibili-

dad de §.25% a 100 miligramos).
Los otros dos métodos espectrofotométricos (70072600 con senai-

bilidad de 0.05 a 300 miligramos). ¥ el mtodo Delta 116/335 sen
sibilidad de 10 & 100 mgs- e=xige un especirofotimetro nis sensi-
Ele.

El imconvenients mis grave de estas tdcnicas, se relaciona con
el haghe de que lag distintas proteinas, musstran espectros de -
absorcifn diferentss ¥ que ningln patrdn protefnice dnico basta
para sdtudiar cualquier proteins, .
la mejor manera &% preparar una curva patrdn de referencia con
la propia proteind qus se guiere sstudiar pero Beto no siempra
e posibles puoss po e dispone dé musstras precidal de cads pro-
tefna problesa (18).
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5.-!. DETEPMINACION DE PROTEINAS POR CL MITODD DEL BTURET
Cuands la urma es caleatdda & cePrcda de I.E'ﬂnlj. 58 deErompone
dindonas un producto 1lamado "biuret”, el cual s6 pressncia de

capre an solucidn alcalina forma un cosplajo violets rojize. -

Lé pasceldn e como sigus:
e WHy T'?--'“L
] - ont B T *x
L= g iraC ‘\HH * #F - B
Il m——— [ # .
W IR ﬁ A L -
Yy o= ! *ﬂ"""i-t"" ‘“u_'h“;h
L H-“: w e q"'
s ] % LT ]
P 1
"y 1 .
.-'“' "h-
LY ] »
L]

Esta peaccidn oo la base on la determinacifn de przteims an -
suare y an otron 1iguidos bislSgicos (W},

Fundaments del método.- Todas las proteinas oontisnean enlaces
de pEptido, 8i &% trata ena solucifn de proteinas con iones co-
bre en un medic modersdasante alcalina, ss forma un complejeo
guelare coloresds de composicién desconccids, sntre al iS5A op-
bre y losa grupos carboallo y amino, de los enlsces de pEptldo
ocurre una rescelfn semssiante entra el ifn clprice y el compues
to orginico biuret por elle se le lland: "resccifn del biuret™.
Amincdcidos v dipfptidos nos pueden dar la resccilfn, pero tri-
péptidos, pollipiptides y protelnas dan productos de calar rosa
a4 violeta rojiza,

En la prictics un ifn clprico enlaza a custro o seis anlaces de
pEptide por medic dé anlasces coordinadss, la [ntenaidad dml eo-
lor producido s proportionsl a la cantidad de enlacas peptidi-
cos-

Azl este aftodo se considara un procedimiento colorimdtpico sim

ple ¥ répido pora la guantificacién de proteinas, ests rsactivo

tiene un pericdo de sutabilidad limitado ya gus las sales de --
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cobre men susceptibles a la  autoreducidn eon formacifn de hi-
defxide da eobre (211,

Weichelbawm usS el tartrato de sodio y potasic como estabili-
pador y yoduro ds potadiio para prevenir avtoreducciben, sSin em
targe s inestable &n alsacenaniento prolongado.

Gormall retuvo el tartrato como eatabilizador observando -
que &l yodure de potasio era innecesaric ya que la aureduccidn
courria cuando se utilizaba sulfato de cobre impuro.

El mactive de Bensdior he sido urilizado tambifn, ya gque con-
tiene citrato como agents setabilizador, sisndo o baja alca-
Linidad, sits procedimisnto uss solocifn de hidedxido de sodio
al 7%, lo cual =8 una ventajas ya que =1 niwimo de color produ=
cide an la reaccidn del biuret me lleva a3 caba cuands la Bon--
centraclén final de scsa eatd entra 1.2 a 2.0.

La absorcifn mixima del complejo proteina-biuret #n &l espectro
wigible oourre 4 568 milimices.

La proteina total en suerc normal as determiada por la reaccifin
del Biuret, aumentos sutiles pusden ser determinados por el mE-
tode de Kjasldahl.

La resccifn del biuret ha sido sdaptads al autcanalisader usan
do el reactive descritd por Welchelbaum.

Muchos investigadorss han aportado dator acerca del sltods do —
los que pusden cltarse: Eingsley [(1953), Mehl (19h§), Weichal--
baun (1928) y Rminhold (1953).

Principalnente mn relacifn a la modificecifn y cambios en la -
pomposicitn del reactive (12).

El nétods de Reinhold estd dads y &8 recomsndsdo para el wso de

rutina diaris.
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Por este sftodo las globulinas precipitan #n una solucidn de -
sulfato y sulfito d= sodio en proporcilin de 3:1, la solucifin -
final tendrd una concentracifn corcanmal 76%.

Kingsley introduje al primer mEtodo &l laboratoric clinico san-
#ible, sencilis vy prictico, desds sntonces ha llegads & ser &1
pitode de eleccifn para medicifn de protefnas debido a su sam-
plicidad, precisifn y sxsctitod.

fon 1a mayoria de los mitodos basados an la reaceifin del Biurst
e pusden determinar protainas en um intervalodes concentracibn
de 0.5 a 5 mgs &n la poroibn alicuota que §e mide, sa dispona
de gran nimerc de modificacionss al procedimisnts s8le varian-
do en pormensred ¥ an 1a compasicifn del peactive usado para -
formar la coloracidn,

El eftodo actualments utilizads se basa en el procedimiento de
Fainhold en el que 8¢ usa la flraula de Weichelbaum y servird
de ajemplo a esta técnica de cuantificacidn ds proteinas del

suarc (1&)
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.5, DETERMINACION IE PHOTEINAS DEL SUERD POR EL METODO DE KJELDAHL

La valoracién de protefnas del suero =& presta a algunas abrevia

ciones atraysntes, las protefinas totales, por sjemplo, se pusden
nadir por medicifn del Indice de refraccifn y las proteinas to-
talas y la fraccifn de albimina ssparadasents por la reaccifin -
del biuret.
§in embargo, a8 ha observado que sl método Kjaldahl no es sble -
répido sinc tasbifn sumamante fisl y reproductible aumgus para =
Finse clinicos la relacifn alblmina/globuline proporcicna datos
bastante menos fti1les qua los obtanidos separando la alb@mina i
las diversas [raccionsd por electroforesis, la mejor sanera ds -
valorar proteinas del susro en laboratoris clindco es por 1o --
tante hallar las protefnas totales por el nitodeo de Kjeldahl v
las diversas (racciones por electreforesis (17).
Fundamsntc dal mitods.- Cono todés las protelnas contienan nizrd
geno se pueden determinae pormediclfn del nitpdganc prasenta en
la proteaina aislada, hasta Bace pooo ae ha aceptado que -l L&Y
de la miasa e protefnas dal suero ara nitrSgans y de ells se -
dedusat

Protelnas 1.0 - =¥ _ ooy N

1E

Husves satudios hin indicado que podrla acercares este valor a
F.45, min =abargo, =n =l jressnts s ha convanido en seguir uti
lizands este Ffactor.
En trabajo preciso se smplea Scide tricoloroacdtico o delde -
wolfrdmics para precipitar las protefmss, pues &1 aitrdgemo no
protefce ae separs con el 3{quide sobrenadants.
El precipitado lavado, se transfiere a tubos de digestiln de --

Kjeldahl ¥ la materia orgfhica se oodda por calentamisnts oon
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dcido sulflrico, a reflujo con o ain adicibn de catalizadores op
mo sulfato de cobre y sulfato de serdurio, selenio o difaido de
selenio para scelerar las reacciones de oxidacife.

Para una busna oxidacifn debe de calentarse da 3409C a SE-IIFE, -
aprozimadamente agregando sulfato de amonic para acelarar el -=-
punto de ebullicifn del fcido sulflrico.

Por asta método lon alssentos carbono, ndtrigano, oxigenc, hidrd
genn, de las protefnas son oxidados a diSxido de carbono, mondwd

do de parbono, agua ¥y il.‘..'=l ¥ &l nitrégeno se copwierte en sulfato

dea amonio -
[ |
i @ e o 4 -' «l-w"'i ¥
(e,w di0,5,7) ‘.m“"f e ull-.?

El cual se mide por adicidn de aleali an exceso y destilacifn -
del amenface liberads, que se recogen en Scide valeorado, o por
destilacifn del amoniace y recogidas Jdel misso en Bcido bfrico y
medicifin del amoniace atrapado como NH H.BO. y se valora com --
HEL.

Tambifn pusde wedirse #1 amoniaco formedo en la digestibom del
Ejeldahl por Nesszlerizacifin directa del digesto o del amonface
destilads, sin embargs no se recomienda ningunc da eastos prooe-
dinientos puss 5u praciaifn es mucho menor que la da los otrow
métodos de valoracifin dados antes y los catalizadores cobre y
merouric interfieren an la reaccids de Nessler.

En la prictica la reaccifn de Tieldahl se efectiia directamente
en und alfcuota del suare y el valor da nitrSgeno total se corri
ge del nitrégens no protefnice determinado aparte por una resc--
cifin para HNP.
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El método Kjeldahl es demasiado lento, para andlisis de rutina
de gran nfmero de muestras, se usa principalmente como un método
de referencia con el cual se comparan otros métodos, pues posee
alta precisidn y gran exactitud (16).

El contenido de nitrdgeno de la mayoria de las fracciones pro-
teinicas en suerc varia considerablemente, debido a ésto el va-
lor del nitrdgenc de Kjeldahl no podrd usarse comoc un patrén --
absoluto para la cuantificacidn de proteinas del suero, si es
que puede haberlo, sin embargo, es préctica convencional cali--
brar otros métodos con respecto a &1 (16).

Kjeldahl introdujo su método en 1883 usando una mezcla de &ci-
do sulflrico y &cido fosférico para la digestién y permanganato
‘de potasio fué agregado para oxidar compuestos alcalinos los --
cuales eran resistentes a la oxidacién.

El uso de sales de cobre hace al digesto inadecuade para cuﬁl—
quiera de las determinaciones ya sea nesslerizacidn directa o
determinacién gasométrica de amonfiaco.

La comparacifn de las técnicas diferentes de Kjeldahl deben ha-
cerse usando substancias puras de cantidad de nitrfgeno conoci-
da.

El factor mds importante por este método es el tiempo de diges-

tibén, para muestras de suerc se recomienda para continuar el ca
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lesntamlsnts por media hord @ doa horas d-lpull de que la mescla
eat® olara; la validez de la determinacifn de protefins basada -
en el andlisis de nitrfigenc total descansa en dos bases:

a),- S obtiens una compleid ¥ 2asi conatante cantidad da ni--
trdgeno da proteina en el andlisis.

bl.- Constanocia en &l contanido de ni.u-ﬂlm da las distintas =
protefnas en una muestra biolfgica (13.
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5.8. WETODO KJELDANL WESSLERITACTON.
En la detecainacilin, =& calishta fusrtesments la meszcla de di-
gestidn pare descomponer las substancias nitrogenadas,adisionan
do solusifin de Messlsr para cbtaner sl color amerills caractes
pistico; cuve intensidad pe mide en un Fotoclorimetra.
En la segunds determinacifs el aitrdgenc mo protainico es deter
minade por ol mEtods ¥jeldahl descrito antericrmants, sste pro-
cedimisnts sa concoa coma digestifn y nesslerizacifn (18).
En una modifisacifn A este mdtodo las protefnas =& compen an
soluciones de anconie ¥ a) amonface sa determina par madic de -
and solueidn de hipoclorite alealino (1).
En cdleula de protefna total serk:

Froteina total= (Proteina total - WNF} = 6.35.
L4 albilmina ae detérmini préciplitande a 14 globulins eon sulfato
d8 sodio y al Filtrédo comteniesndo la albimina ae trata por di-
gestifin ¥ nesslarizacidn para la determinacifn de nitrdgens o=
tal.

Albimina = (nitrdgeno total -NNP) = 6.25
La globulina s deteralnada coma siguei

Globulinas (proteina voral - alblmine } {i8)
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El fibrinfSgeano == una glicoprotaina del plasma de aprowimfida-
Esnts on peid molscular de 330,000, la cual as ainteticada en
higado.
La moléculs es un dimero consistents de tres pares de cadenas
de polipipridos gue se cres =stdn unidos por enlaces disulfure.
(%),
Ll fibeinfgano ea uno de loa Factores seotainicos del plasma
qué interviensh en =1 procasc de codagulacidn de la sangrs.
la concentracifn de Ffibrinfgeno en plasma es de 200 a 400 mge.
por 400 ml (0.7 a w.0 g/l00 ml) mo hay nada de FidrinSgenc en
AuAPD, pusd &8 Sapara como fibrina an al procéss de coagula-=-
cifa.
la converaifn da fibeinfigano a cofpgule de fibrina oourse &n -
don lasas:
Durante 1la primecas fase o anzisfvica sucede una intaraccidn -
compleia de protrombina con otros factobee de coagulacifn en
pressncia de ifnes caloio, produciends cwstro enlaces da plip-
tido en 1a meléicula de Tibrinfgenc y asl aismc, producic deos
pares de cadenas de pEprido pegquefias designada come fitrinopdp
tida A ¥y B, carbohidrato libre y un mondserco de fibrina.
En la sagunds fase o fase de polissrizscifn loa sonfnerca de
fibrinad unidos por snlace de hidrSgeno Final se unan para fop
mar und molEcula tridimensional insoluble.
En preasancia de oaleis =1 oolgule de Fibrina ea ssrabilizado -
por el factor X111 o factor da sstabilizacifn de la fibrins,
La tromSins formada sn la sagunda etapa da la coagulacibn ac-
tia sobre &l fibrinfgeno para sscindir ds £1 un fragssnto de
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pptide, con formacifn de fibrina insoluble, la cual conmtitiye
ol cofgulo propismente dicho.

El péptido fibrina escindido de la molfoula de fitrinfgeno por
accifn de la trombina contiens un 34 de nitrégenc de la provef
ma original (=).

Laa fibrillas de Ffibrinfgenc se agregan unas & otras con forma-
cifn de un gel de Fibrina tridimensional oon enlace tranaveras,
en 8l caso del plasma s produce un gel lneelors translbcids,
pero en la coagulaciSn de la sangre &l gal es rojo a cavsa de
eritrocitos atrapados; al dejarlo en reposc, #1 gel s= contras
(zinfreais) ¥ forma una masa mds compacta.

En &l syaro no existe flbrinfgenc puss se separa como Fiboina
en sl proceso de coagulacifm (167.

Exlstan varios mEtodos cuantitativos de determinaciSn de filed-
nfgens, #an algunos se alsla &l fibrinfgenc como fibrina de las
oiras protelinas del plasmas, ss efectia la coagulacidn diluyen-
da =1 plasma com solucifn palina y agregamdo trombina exSgena
o jones calelo en axceso para vencer &1 anticoagulante,; el --
m.fguln. ya aimlade y lavado se analiza pop algunos de los néto
dos de deterninacidn de protelnas, medicils del nitrogeas por
el nftodo Kjeldahl multiplicasde =l resultads por el factor -
de 5,55 [16.9%) de nitrfgend 0 redisclviendo &hsoss y midiends
ia protefina por lo= mitodos de blurer, Folin-Cicooltesau o del
fenol y vobre, de Lowry o pop medicién de absonoifin de luz ul-
travioletsa a 260 am, hay bastante desacuerdo acerca del equi--
valente de tirosina del fiberindgenc wmedido por =l sbtodo d& Fo
iin por sllo son preferidos los sftodos del bduret y del femal

vy cobre (1§).
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ftro grupo de sftodos s& basan an la adicidn de suficdents ao-
lucifn salina pare cdusar la precipitacifa de Fibeindgenc no-
lsments y no de alguna proteins del plasma y se mide l& turbd-
dez de la suspensiln, para Esto, se diluye ol plasma 1:19 @ --
L:10 & con una solucifn salina, sulfito d¢ sodic al 12.8%, suj
fato de eodio al J0.5% y sulfiro de amonio al 13.%%.

Estos sétodos nefelomitricos pueden proporcionar resultadoil ©a
lativamente valiosos, en breve tiemps en caso de urgencia, sin
embarge no tienen la sipescificidad de los métodes basados en el
alalamients de fiprina v los resultades con =llos obtesidss an
el |lntervalo de concentracifn por dedajo de 0.1 gF/100 ml no ==
man muy dignos da conflanza.

En genaral, los sfvodos de cuantificacilm e basan en:

al.- Conversifin enzimftica de Fitrina ¥ trambina.

bl .= Métodos de espeoll [ofidad fmuncquimica.

e),= Métodos de labilided al caler

d),- Métodoe de determinacilin elsctrofordticos

Se podrian citar come fuentés de error en determinaciones gquimi-
cad 1A oclusifin de otpas protefinas del auero, debldo & desnaty-
ralizacifn es aconsejable entonces la compresifn manual del pre
gipltade, sinfresis prelongada, dilucifn del plassa anres de -
la coagulacidn y lavado prolengado Sal precipitads, puss Esto
ayuda a reducir =sts fuente de srror, adenis del control del --
it .

También pusde sucedor gue me haga una recolecoldn incompleta de
Fibrina a bajas concentraciones de Fibrinfgens o de proteinas
totales a medida que ol coligulo =s estd Formando ().

Ellié y Btransky describisron un sftocdo ds turbides por adi---
1%0



gifn ds trombina al plasma en soluciln esortigoedora de barbi-
Tal.

Una prusba ripida de astimacidn ds FibrinbSgenc en el colgulo -
eetd basada en 1la toma del tiemps requaride para la formacidn
<ol codgulo de fibrina despuls de 1o adicifn de trombisa al --
plasma omalarado y citratado.

El tiempe requerido para la coagulacifn es proporcional a la
concantracifn del fibpinfgens, peco compusetos coms heparins
o productos de descompoaicifin del FibrinSgeno intesfieren en
la determinacifn.

Un anflicis semicuantivative rdpido ez el sftods da dilucidia -
#titulacifn) introducide por Schnelder an 1957, s& prepara di-
lunionés da sangre totdl en solucifn d8 Ringar ¥ 2] punio fi==
nal se voma como la dilucifn mayor en la que ccurre precipita-
do.

Dentro del segundo grupo de mEtodos basados en la insolubiiidad
del fibrindgens qu= invalucran al fracoionamiento salipo, gui-
8 el mmjor conocido es sl de Canpbell y Bannael cual usa una
solucifn da sulfito de sodic 4 concemtracifn &2 11.5%, segul-
di de la daterminacifn de nitrdgeno por &l sdtodo Kjeldahl an
al precipitado lavado.

Un método sipido ¥ semicuantitativo conaiete en utilizar parci-
oulas de latex que B8 recubran con Fibeinfgenc antibumann § ==
reaccionan directanents con sl plassa (Fi tsat) (8],

Otros eltodas de cuantificacife de Fibrinfgens se 1levan a ca-
%o por calentamiento & 50°C, durante 10 minutos, las medidam -
del precipitade son anotadas para cortfelacionar otros métodos
como el de coligulo de fibrina y técnicas de precipitaciln con
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mifite de sodio.

For medio de la electroforesis se observa que ol fibrinfgeno -
tiene una movilidad eloctrofordtica intermadia entre las globull
nas beta y lan gamma, peTo la smeparacifin ss incompleta.

De las determinacionss &n base al rompimisnto prot=inico da fi-
brinSgeno y fibrina se han obsarvado gue exipgtan interferencias
en 13 conversifin de Fibrinfgens a fibrina debidis a la troabina
¥ a los productos de degradacidn resultantes, puede haber dismi
nueifn de valores de Fibrinfigeno en mEtodos de coagulacifn de
fibrina, asi miamo se pusde dacir que s requiers de una gras -
sehsibilided =n técnicas immunoquinicas talss comd aglutinacifn
de particules de lA&tex o inmuncelectroforesis (4,
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5.8.- bE MACION DE ALBUMI

Adenfs de la elsctroforssis los recurscs usados en la determina-
cifn de alblmina y globulipas son los sigulentes:

1.- Separacidn de albdmina v globulinas totales por téonicas de
precipitacifn.

7.~ Cnsayda méfelonitrico de globulinas

.- Determinacifn de aibdmina por “error proteinico de indica-
dores” utiligandd colorantes coms Anaranjado de metilo.

.~ Determinacidn del total de globuliras basado an el contenido
de toiptofand.

Tstas tBenicas han sido aplicedas primcipalmente & suero y plasma,
presentan linitaciones pares liguide cefaloraguides y orina (%)

5.5, wmtwmw

En esta técnica la protefna total se determina usualmente paor
la téenica del hiuret; se precipitan las globulinas con solucio
nes de sulfeto de amonio y sulfato de magnesic w las alblminas
gs determinan & la solueidn resansnte .

Howe en 1221 describil un mftodo pars &l fraccionamiento protdi
¢o con sulfato de sodie y su procedimisnto fof utilizado por mu
ahds afios, desde 1901,

El precedisiento da Majecr wtiliza sulfate de sodio con una ==
concentracibn Final de ?4.0%, emplea la electroforesis de Tise-
lius oon el objeto de saparar =1 precipitado de globulinas gue
s¢ forma al agregar la solucifn salina, la solucibn de protelna-
sal se agita con £ter para disminuie la densidad de las globu-
linas ¥ posteriorments &8 centrifuga (W),

La albdmina en la fase acuoea se determina por ml mftods del

Biuret y las globulinas totales por diferencia del contenids -
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total ¢e protefnas en el susro original.

En 1977 Campbell y Hanna introduieron el uso de sulfito de sodio
para al fracscichnamianto del suvero ¥ an 198 Wolfeson y colabora-
dores presentarcon una sodificscifn del procedimiento el cual --
pigue uslndoss aln como procedimiento da referencia,

Una concantracidn final da 26.9% de sulfito de sodio se usa pa-
ra la precipitacién de todas las glodulinas del swero.

Una vez précipitadas s separan de la mescla dea sal-protelna -
por medio de agitacifn con fter seguida por centrifugacifn.

Las ventajas dal use &e sulfato y swlfite sédies se rafieren a
g capacidad smortiguadeora y adenis las operaciones que pueden -
lisvarses a cabd & tesperaiura ambiente fin aoristalizacidn de la
sal,

Debido a la intepaccidn enire proteinas diferentea y de anio-—-
nel ¥y cationea; los frecclonamisntos debsn de llevarse a cabo
a pH & los cvalen todas las melfculas de protelna posean una
carga neta del misme signo, eon sulfito de podic el pH s sufi-
cimptamante alte dm modo de que estd por encima del punto iso-
slfsivicos de todas las proteTnas presentes.

En comparacifa de los procests de precipivacidn con la elsctro
forsiii de Tiseliul, el sulf&to de sodio al 28.8% proporelona
méjoras resultados que el sulfive de sodio al 26.9% pero en -
ambos casos un excesd de agitacifn con dver desnaturaliza a la
protefingd v ausenid la cantidad de proteina precipitads provocan
do resultadss arrénsos =n anbas [racciones.

Las solugiones de sulfito de sodio son insstables ya gus con

el tiemps el sulfite se owida & sulfavo y la precipitaciim dis
slinuye, fractionamientos con sulfato de sodle dan resultades -

s bajos para albimina que los qua dan con anaranjado de meti
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io o por &l procedimiento da elestroforesis.

BEe ha descrito 14 precipltazién de globulinas con Scids triclo-
rolcatice, al IN &n etanal, por 4568 Bores o veaperature ambisnte
para precipitar cuantitativamente las globulinap totales, la al-
blimina en al sobrenadants a8 entonces determinada por un andli--
=is Ejeldahl o por la reapcibn del bjuret.

Sin embarge los mitodos da fraccionamiento saline han aldo pro-
pusstos para orind ¥ Iiguide cefaloraguidec y su uso fracusnte-
mente provoca un serio error, los redultados obtenidos por Erec
cionamisnto salino usualmante no son comparables con ILos obtend
dos por slactroforssis (4).

§.400.- EMSAYD METELOMETEICG DE CLOBULINAS TUTALLS

Debido a su simplicidad la determinacidn de pracipitados as --——
atractiva y divergos métedos han side ppropuestos para la deter-
minacifn del total de globullnas en suereo precipitadas con solu
cifn de sulfato de amonio sdturada sulfato de sodio y sulfito

de aadia.

La turbides puede sstar afectads por wvariaciones en la conosn--
tracifa da proteina, sin embaprgs, su culdadose gontrol pusde -
producir resultados satlsfactorios, los sutores recomiendan =
gha técnica nefelomsfetrica cusnds no exists otra altsrpativa o
cuando ae desea uni gran exactitud y precisidn (4)

8.44 .- FRACCIONAMIENTO SALTNO DE GLOBULINAS IM SUERO.

Walfson ¥ colabtoradores, fracelonaron las globoclinas del susra
upando una solucifin &l 77% de pulfate de sodio gara precipitar

4 lag beta ¥ gamms globulinas y una solucifn de sulfato d8 =-=
aponio-Ecido eclorhidrico para precipitar & lss gamms globuli-

nas.
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Basfndose en #sto es posible caloular & la albfinina alfa y glo
bulina alfa, beta y gamma, obtenifndose resultados los cualss

gorreaponden a4 los obtenidos por electrofuresis (13).

Varios investigadores han usado gulfato de amonio pard precipi-
tar la Freccién de globulina gamss, asi Wolfsorn y colabopadores
an 1948({12} usaron una solucifn conteniends L3 g de sulfato
da asonio y &l g Jde ¢lorure de sosdie por litro.

e 1a Huerga 4 Popper en 1450 emplearon una pequefla diferencis
#n &l veactive contenisndo 163 gre. de sulfato de amonic y 29.3
§ ¢& cloruro de sodio par Litro.

Jager y Mickerson en 1948 ugaron solucifn de sulfato de amonio
al 13% en saturacifn ajustands el pM al 7.0 con hidedxido da -
amonio diluide.

Plllimer v Hutchinson en 1985 dessdtraron la precipitacifin de
las globulinas con el use de metansl (123.

F,13 .- G CAL SUERD .=

Log mbtodos para la sstisacifin de albdmina en susro sa clamifi-
cap an tres tipos:

1}.= Andlisis d& alblmina por la téenica del biuret, despulia

de separar las globulinae por precipitacifn sallna, (método de
Reinhold-EKingalay}

2)i= Medicifm directa de albimina por medio de su &nlace a celg
raftes cooo anardanjaso de BxtliloHABA y wverds de brosocrescl.
3).=~ Anfilisis d¢ alblmina despuds de la eseparacifn por procedi
miantor electrofardticos (16},

la facilidad de enlazarse la alblmins con colorantes se e tam

bifn &n procedimientos de tefildo empleadoa en alectroforesis --

1)
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Todaz las protefnas ¥ en eapscial slblsina tiendsn a reaccionar
con mechas sapecies guimicas por ssdio de fuerzas slectrostdti-
cas v terciarias de Van Der Walls y en vartud dal anlace de his
drégenc; esta propiedad ha sido usada en intestos pars idear =
todos por medic de los cuales pudiera medirss alblmina directa-
ments sin pravia precipitacifn de globullnis, el anlace no da-
berf de afectarse por gambios de pH y da fuerza ifnica, ademds
el color enlazado que am obti=ns debs de ser diferents del cols
rante libre; con un desplazamiento sustancial en la longitud -
de enda da la luz , finalment= &l snlace del colorante a otras
fracciones proteinicas (globulinas) debs ser despreciable para
gue tenga mayor validiz ean la determinacifn, =1 color no dabe -
sar interferido por otras eBubstancias pressntes talas como bi-
lirrohina y hesoglobins.

En pcasiones los valoreas obtanidop para vez son altos por ha--
berse é&nlasade =l colorante a proteflnas diferéntes de la albl-
mina-

El Scids 1,8 ,hidroxiasobancenc-benifiico fuf ussdo por Ronstain,
Ingemito Reynolde ¥y Hartinak (185:) v el verdsa de bromberesal --
por Rodkey (16).

En este mitodo la alblmina es cuvantificada por un aumento en
atsorvancla cusndo al suelt se agrega & una solucibn de HABA,
(Eoide 2,8, hidroxiazobencenc-bentlice) abortiguads a pH de 6.7,
an lugar de on amorelgusdor de acetato para eliminer turbidex,
por aumento de la absorbancia, a &05mm para incramentar la san-
aibilidad y an condicionas controladas do temperatura, debido

A la naturaleza tamhilr.tl de 1la interaccidn HARA-albimina.

El ensayo HABA tiens la ventaja de ser especifico para alblminag
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pare a pesar de ssdificadionss héchas recisntesents 1a sensibi-
lidad =8 menor que OTros mEtodos, varios materiales como salici
latos, sulfonamidas, penicilina ¥ bilicrubine conjugada intec=
fieren an la reaccifn, La heparina en cantidades normales de
anticosgulants causs turbidez com interferanciaan &l ensayo,
Gtro inconvaniente 08 qua s& tiane que usapr para &l control de
Alblmina bovina (fraccifin V) o ssrcaptoalblminag humana - eee-
hazta goe &l Solor ses astabilizade.
Este procedisdiento hé ilde automatizido v 88 ha encunlredu gue
witd relacionado cop la slectroforeels &n acetddo de celulosa
I&].
El uso de reactivos colorantes tales como HABA y anaranjado de
metilo estd blen establecido v se dlspone de varics procedimien
tos normales ¥ de sutcanalizador, sin embargo, hay desacusrdo
#n cuanto & la confiabilisad de los msftodos con determinaciln
de enlace a colorantes (16),
El uso de anaranjado de metile para la detsrminacidn dirscta de
alblninas en svere fud descrita en 1983, la albinina en suero -
BE agregs A& una solucifn de anaranjads d= metile amortiguada a
un pH de 3.4 provocando una disminucifn en la absorbancis & --
50 mm lo qus 48 la medids de la alblimina.
El mEtods fud subsecusntemente majorvade por el uso de un suero
blanco v por duplicacifn del radio ifnico del solorante,
8in ambarge &) ansranjado de sstilo enlaza sflo & la alblmina
con un minisd de snlace & globulina gamsa, Esto ha sido discu-
tido por varios autores guienes plensan qué las beta lipoprotel
nas asi comp las globullpas alfa uno ¥ alfa dom son capaces de
enlazarss al aparanjado de metils.
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Cumntificacionss por este mEtods han sido descritos peroc dan -
valores ficticics altos de alblmina especialmente a bajas con-
gentraciones (8],

El procedimianto de enlace-colorants con werde de bromocresol
(BOG) pare la determinacifa cuantitativa de alblmina en suerc
full istroducide an 1965.

El suerc as dilufde oon una solucifn amortiguadora de BCG a pH
daé 7.0 ¥ ladisminucifnen la absorbancia s& lss 4 G615 o=, la
disminueisn e lineal en concentracionss de albimind arriba de
5§ g/100ml y la hemoglobina y bilirrubina no interfleren mucho
a4 la longitod de onda usada, sits mitodc =3 mis sencible gue &1
ds andranjade da matile o HABA, En separacionss sleciroforéti-
gan de fraccionds de proteinas diferentes 2 la alblmina oo en-
lazan al BOE. Este procedimisnts ya bha sido automatizads.
Cetudios en loa suales nivelss de alblmina son determinados --
con BCE y electroforesis musstran una excelents correlacifn.

El procedimiente del verde de bromocrescl (BOS) es mis especi-
fieo para la cuantificacifm de alblmina an svere y 10 vecas ==
mds sensible que @l sftodo HABA, #s mencs alectade por lipemia
y altos nivelss da hemoglobina y bdlirrubina.

En susros claros con nivales de proteina normales pere rela--
clonas anormales en la relacibn alblimina/globulina, se encontra
ron nivelss iddnticos usando &1 HABDA; verde de bromoorascl & =
precedinisntos de fraccionamiente malino de Wolfson ¥ Cohn (13}
P& los tres métodeos de enlace con colopantes que han sido dis=
cutidos para la guantificacifn de alblmina, el verds de bromo-
oranel parece dar la mejor correlacifin con eleoctroforesis y —

precipitacifn oon dcido toiclorofcetico al 20% &n etancl.
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£l metabolisns odel verds de bromccoresol no as afectado por in-
tarferancia de oiras subsTancias como suceds an al procedimden
to da HABA ¥ ademis no se 2nlsza &4 otras protainas como sucede
con :1 anaranjado de metilo.
Agul o violeta de bromocresol ¥y Fralfina similar al BCG me han
usado para cuantificar alblmina an suerc y orina, chssrvands -
qua salicilatos, bilirrubina y 1fpides interfieren con ol and-
lisis de albdming an suero.
& sabs gue la eosina enlaza & las albiminas, pero no pusde =
usarue  para al enlace de albimina en suero o PLASEA YA que =
lon Scidos grasos libres compitenm con los sitios de snlace ==
causando una variacidn en los resultados. (4)
Otras pubstancias tales como fenalftaleina, bilirFubing y syls
no adenle substancias fluorescentes que s enlazan a las albd-
minas,
Ha sido propuesto #l uso de la fenolfsulfofralsins,pero coms -
log mivelas ds alblming en suero sstln por dataje de 1.5 g/lo0
®] no 88 aprecia &l snlace flcilmonte-
Bajo mj,n-fn-n-l oxporinsntales la disminucifn de absorbancia
de uma solucifn ds bilirrubina en xyleno &s proporcional a las
concentraciones de albdmina arriba de &g/L00ml, en la préctica
los resultados obtenidos son demasiado altos debido al enla
g da bilirrubina & betalipoprotefinans.
Colorantes Fluorescentes talaw como l-anilinonaftalen B - Hoi-
de sulfdnics y vasoflavina #e han empleado para enlazar a la al
bimina ¥ no a otras protefinas nativas, dando resultados Llinea-
les con respecto & la concentracifn de alblmina presente.
Con el Bcide l-anilino naftalen sulfénico la bilirrubina a ni—

veles de 5 mg por 100 ml o mayores, Interfieren por competancia
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de loa sitios de enlace.

Frocedimientos basados con el uso de colorantes fluoresceantes
no ha podido probar su utilidad smplismenta.

Loe procedissentos de énlace con colorantes, se han empleado -
af forma limitada para la determinacifin de albinina en orina y
1fquido cefaloraquidec debido a la baja concentracifin de pro-

talnae v altos niveles de materiales interferentes. (8).
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u.l_i_'l...LL._lIlI{H_ﬂ'lI.i'*
El contenida de triptofanc de albimina de susro hunans es de
0.2%, an comparacifncon 27 a 3 para distintas globulinas dsl
guard, e ha informado una correlacifn directa eantre globuli-
nas totales y triptofanc en el suare. E1 aumante de triprofa
no en proteinas de algunos suaros anormales ea debida a un ay
mento del nivel de globulipa, wls que a un ausento de incor-
poracidn da triptofanc en la protelna.

s un método propuesto para la determinacifn de globulinas to
taled del suspa Bon precipitadas son isopropanal ¥ el tripto-
fano ed determinsds en el precipltado por la reacciln de Tau-
per—Firehl. Este mdtodo o una sxcelénte corvelacidn son glo-
bulinas de Susro determinadas por Fracoionamients Salino vy -
Electroforssis. [l procedimignto ful posteriorments modifica-
do por precipitaciSn de glebulinas gl suverc con Beide tri-—
cloroacition 4l IV &n etanol y Maciands on ensayo de precipi-
tadc para triptofanc sa usd un susro de contenido de albdmina
¥ globulina, como control ¥ hubo qus eliminar las correcoion=
nes para cantidades pequefias de triptofanc en alblmina.

Este easayo de globulinas totales de suerc ha sido modificado
per Caldanbapg ¥ Dredves quianes evaluaren algunas variacis--
nes en la reacoiln de Hopkina-Cole para tripilfanc y propusis
ron un reastive siaple consistente en una me3cla acuosa de --
Bcido glisdlico, cobre, Scido sulfirico, y Scido scltico, el
cusl es agregade al scero daspuls de un corto perfodo de ca-
lentamiento; la mezcla de reaccifn se enfris y la absorbancia

del color pldppura resultants ae mide a SU0 a 560 rm.
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Léte reactive de glabulind &e Rantions sstable por un afle o -
nds a temparaturs de cefrigerador.

Fl mfitode 44 una buena reproductibilidad de souards a la ley de
baer (=).

gl teiptéfans &sf como los amlnoafidos libres no reacoionan
pon ol reactivo. La bilirrubine a concentracionss arciba de 20
mgflodsl & dusros con lipémis moderada causan una dismingeifn -
dal 5% en los nivelsu de glebulina.

Lss pesultados obrenidos con &8te mitods correlstiunan blam con
agusllos 4 base de fracciomamisnte de sulfato y alctroforesis
an pap=l.

Glycosa, ures, creatinina ¥ eolestercl ne Loterf ieren con la -
reacdibn.

Savery y colaboradores, automatlsaren sl procedimlents de Gol-
denberg ¥ Drewes ¥ abtuvierca valorss cercancs oon agollles ob-
tanddes por slectroforasis pere no con lea obtenddes por dife-
rencia usando &l prooedimiento HABA pars albbimina. La cantidad
de gamsa globulina agregada al wuero fuf cuantificeda v el coe-
ficienta da variacifn del procedimiento sutomacvizads ful cerca
da &, 54,

e ha propussto un proceso de TriptSfand fotomETricd para la -
deterainacifn de globulinas totales en liguido celaloraguidec,
an =l =ual las gladulinas s= precipitan con dcide triclorcach-
tico al 108 ¥ se hacen reaccionar con Scido gliowdlico.
Aleancs del nétodo.- Los métodes de determinacifa de albimina
&n sueroc, com al emples d= coloreante=s & (ndicadorss orgdnicos
no han side comparados con progedimientos de referontoisa scepta-
dos (electroforesis) yelmétode de freccicnamiento salino de

wolfson y Cohn, nosotros pensamos gue &s inadmisible el reco-
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mendar cualquier sftodo da enlace & colorantes =n ausancia de
tal comparacdfn.

La deter=minacifn de albiming ¥ globulinas en suerc pusds lle—
varse a cabo por determinacifn directa de globulinas basada en
sl pontenide de triptefane v clAleule del contenido de alblmi--
nas por diferencia,no siendo usuales ni recomendados para la -
detarminacién de slbiminas y globulinas &n LCR vy ordna. EResul
tados obtenidos con técnicas da fraccionamiento salino y dater
mindcifn quimica da las fracecionss resultantes no estin rala--
glonadas con téenicas elsctroforéticas o inmunoguimicas (4},



5.2.5. DETERMINACION DE GLOBULINAS TOTALES EN SUERO

(Método de Goldenberg y Drewes )
Fundamento .~ Las globulinas totales en suero se determinan por
la reacciédn con &cido gliox&lico en medio Acido, produciéndo-
se un color pirpura 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 L0Oml de dcido acético glacial seguido de 1.0 g.
de &cido gliox&lico monohidratado. Mezclar sin retraso, cuida
dosamente agregar con agitaci6n 60 ml de &cido sulfGrico con--
centrado. Enfriar a temperatura ambiente. Diluir a la marca
con 8cido acético glacial y mezclar. Este reativo es estable
en refrigeracidén por lo menos un afio.
Patrones.- Existen dos alternativas:
a).- Un patrdn conteniendo 7.5 grs. de proteina total por 100ml.
consistente de uU.5 g de alblmina humana/100 ml y 3.0 g. de ga--
mma globulina humana/100ml.
b).- Un patrdn sintético de N-acetil-D-L-triptofano equivalen-
te a 3.07g de globulina /100 ml de suero como se determina --
por comparacidn 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 patrdn o de patrdén sintético se agrega a
5Aml de reactivo de globulina.
Desconocido: 20 microlitros de suero desconocido (con pipeta TC)
més de 5 ml de reactivo de globulina.
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2.- Mezclar el contenido de todos los tubos y poner en un bafio

de agua durante 5 minutos.

Enfriar los tubos: enfriar con agua por tres minutos y mezclar

(u).
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OE CR1 BULIHAS, (Stefanini v Damanha
1958)

Las erloglobulinas son protefnas que se seaparan dé 1a sclucifn o
provocan la gelificacifin del suerc o del plasma al bajar la ten
peratura del cusrpo y desaparecen al subir §ata a 07°C.
En ocdslones, se presentan 4 temperaturd ambiente, pers susls
sar neceasario refrigerarlas para hacerlss wisibles.
Técnica.- Recoger sangrs on Ayunas ¥ ponar @1 tubo ensegulda an
agua & 37°C, =i no se afiade anticeagulants dfjese el cofigulo -
ifd hora en CeEpoEG.
Separar @l svero & plassa (omalate, citrate o heparina) a 3,000
P.p.n. durdante dies sdnutes, llevar alfsuctas de 7 ml 4 cada ==
uno da los dos tubor de enspayo.
Incubar uno a %0°C y el otro a 37°C, durante & horas.
Las crioglobulinas ne producan cambic alguno a 379C, en el Bue-
ra ni en el plasma,
En =1 tubd de enzayo refrigerado se aprecian dos variaciones.
1}.- El plasms o0 al suero aparecan totalmente coagulados.
dl.= El plagma o el wusro sa hallan divididos en don capas, la
de encima con =1 plasma o SUero nor=sl, levemsnte Tefido de bi-
lirrubinag ¥ la da abajo Hpnllntﬂlpﬂrﬂr.lnlhhulinn fuE 58
ha depositado en =l [ondo del tubo.
El sapecto del tubs refrigereds que contisns crioglobulina se
normaliza volviends a calsntar a 37°C. (17).
§:1.- VALOBACION DE MUCOPROTEINA (SEROWUCOIDE), en suero(17),
La mucoproteina es und proteine del suero gue contiens alreds-
dor da 10V de hidravos de carbong y constituye del 1 al % de

las proteinas totalem del suero,
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Per slectroforesdis, se nueve coso la globulina alfa uno.
Quedsn e#n solucifn cuands oa precipita con lcides percldrico,
triclerodoatico o sulfosalinflico, pero la preacipita &l Scide
foefotfingstios.

Este precipitads se pusde disclver de nuevo y 8= valora la mu-
coproteina con reactives de carbohidratos o de proteinas.
Técnica.- Afladir 0.5a) de suero, 4.5 ml. de glorure sfdico al
0.85% agivar suavemente,

Agregar a gotas 2.5 ml. de Scide perclérico 1.0M durante la agi
tacifn, dejar &n reposo § minutos justos.

Filtrar por papel Whatman lo. 5 cubriendo #1 sabudo con un vi-
drioc da reloj para retardar la svaporacifin, pusds Ber necesa-=-
rio repetir la filtracifn varias veces por ¢l miseo papel, hag
ta que =1 liguido palga clara,

Afiadir a § ml de filtrado 1 ml ds Ecido foafotingstico y agivar
despacio.

Dojar sn reposc dies minuioe.

Centrifugar durante diee minutos a 2,000 revoluciones, desschar
el liquide sabrenadante, dejar escurrir el tubs sabre papel fi}
tro.

Lavar &l precipitado con 10 ml ds Zcido perclérico 0.6H, mag--
elando con una varilla de vidris, tubo sgitador o msacladep --
Vortex.

Ceantrifugar, desechar el liguido y escurrir.

ARadir €.,% ml de reactivo alcalino de cobre, agitar hasta que
al precipitadd se disuelva, poner en otros dos tubos 0.7 ml de
tirosina como patrfn y 0.7 ml de agua como blanco respectivamep

te, afadipr en cada uno B, 5 nl de reactive alealino de eobes,
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Agpegar 1 ml de reactive de fencl a cada Tubo y mezclar snssgui-
da agitands vigorosaments.

Mantener los tubod wna hora en un sitio cbscuro, lesr con Fil-
tro rojo pisers 86 a TO00-T05 nm.

Cilculos:

Lectura de inclgnita-lectura del blanco « 0.026 x 1.5 « 5
L " e

Lectura del patrdn-Lectura del blance

leotura da iu!ﬂ“l fretal

® T.0= Mge da Tirosina/ld0 m]l de suvarc
Lectura dal patrdn (netal (173



5.1%.- DETERMINACION DE FROTEINAS POR EL METODO DE FOLIN LOWRY

En 1917 Folin y Denis encontraron que el Acido fosforlngatico-
malf{tdiro 43 coloracifin azul con varias substancias contenisndc
un gropo fenblico, en 1577 Wo wtilisd essta redccidn para Ia de-
tarminacifn colovimftrica de proteinas del plasma, mis tarde -
Wu y Ling axtendiercn el métode a orina y ligquido cefaloraqui-
den. l& dificultad de la apariciln de turbidez fuf despuls rg
suelis por @1 uso del reactivo de Folin=Ciocaltesn, 1 cual com
tenfa sales de litio en lugar de sales de sodio, sin embargo,
puede dssarrcllarse alguna turbidez afln con este reactivo.
Johneten y Gibson desarrollarcn la tBealca dentra del nétodo da
tirpsaina el coal 48 resultados cosparables al aitodo de Kjgl---
dahl, pero == ads complicado y el tiempd requeride nayor que -
Ef Ofrod procedimisntod para ls detemminacién de proteinas en
liquide cefaloragquidac.

El tratamisnto previo ds la protefns com una solucifs alcalina
de cobre se =ncontrd que u.ian ba sensibilidad de la reac-
eidn de fancl de 3 al W, el color producido entonces pesulta
do la reduseifin ds los Boigos fopfotlngtieo v fosfomolfibdico a
melibdents azul ¥ tungetens azul por &1 complejo de cobre-pro—
teina y por el triptofans y tirosins de la proteina.

Cerca del 78% del color depsnde de la presencia dsl cobre, =s—
te procedimlents ful umado para determinar protainae an Ligquide
eefalovaguidec con 47 wl de muesira.

ias principales fusntes de error cuando se determina protelina
e LCR por sste mdtodo son subatancias no proteinicas presantes
fque equivalen a cerca de § 3 mg de protsina por 100 ml de LCR y

substancias tales comd malicilates, clorpromacina, tetracicli--
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nas y varias sulfas, causando variaciones en la sensibilidad -

del método (4).
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Por este nftodo se vierten gota a gota perciones alficuntas de
sueTe en una serie de solucioned de sullato de cobre cuidado-
samante preparadas ¥ de peso especifico exactamsnts conocido,
las gotas ascenderhn en soluciones de sulfato d& cobre de den-
sidad mavyor gue las del suers ¥ bajardn epidaments 41 fonds -
de probetas canteniendo soluciones de menor densidad gue la ==
ga] suero, finalmente se hallar& una solucifn de sulfato de op
brw @0 la cudl la gota queda en puspensifin dupante casi un mis=
nute dntes de caer al fondo.

En suchos manuales de laboratoris se apouentran pnopogramas y -
tablas, prepardados por [0 YVan Slyke, que relacionan &l pesd =
eapacilice 4o las soluclionss da sulfate de cobre con las con=
centraciones d¢ proteinds,los controles de peso espedifico de
sulfato de cobre son diffciles de mantener,

Lot resultados son bastantes burdos y estdn sujeioca a grandes
errorel en casc de sueron lipdmisos y de susros da pdcientas
con fivelss do azdcary ursa anorsalmente altos y con relacifn
A/E anorwmales. 5Se pusde usar tesbifn el oftodo para estimer -
el 1otal de proteinas en sangre (16).

M - DETERHINACION DEL TOTAL DE PROTEINAS POR MZIDIO DEL --

REACTIVD DE FOLIN CIDCOLTEAU

Fondamento.=- Solucionss de varios tipos de Fenoles &e gompor=
tan oomo Agentes reductores débiles y pusden ser owidados a -
compusites del Tipo quindfa por mechos agentes odidantes.

Un reactive de dcide Fonfowelframalibdice complejo llamado -
'I':Dlﬂ‘l:iﬂ de fencl ideade por Tolin y Ciccoltess oxida compues-

ros fenflicos en condiciones alcalinas reduciendo wu color dni
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cial amarillo oro a un azul intenso. Este reactivo se usa para
medir compuestos fendlicos y para determinar tirosina, aminodci
do que contiene una cadena lateral fendlica. Dado que todas -
las proteinas contienen tircosina esta reaccidén ha sido usada -
para determinar cuantitativamente proteinas en plasma, suero y
liduido cefaloraquideo.

Los métodos en que se emplea el reactivo de fenel presentan la
ventaja de ser 5 a 10 veces mds sensibles que los procedimien-
tos del biuret, y pueden usarse cuando en la p&fcién alicuota
que se dispone sélc hay presente de 0.30 a 1.5 mg de proteina.
Son muy adecuados para la determinacidén de proteinas en mues--
tras que contienen una sola proteina de contenido de tirosina
conocido y constante.

Una de las aplicaciones (tiles de este método es en la determi-
nacidn del fibrindégeno en plasma, después de aislar la protei-
na como un codgulo de fibrina.

En una modificacién de la técnica, introducida por Lowry y sus
colaboradores se usa el reactivo para determinar cantidades muy
pequenas de proteinas.

A la solucidn de proteina se agrega idén cfliprico en tartrato dé
bilmente alcalino, el complejo de tipo biuret entre el cobre y
la proteina se trata a continuacidn con el reactivo de fenol --
diluido, el complejo de biuret y las cadenas laterales aromdti
cas de las proteinas se tratan a continuacién con el reactivo
de fenol diluido; las dos reacciones juntas poseen mayor sensi-

bilidad (16).
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5.20.. .- DETERMINACION DE PROTEINAS POR MEDIDA DEL INDICE DE
REFRACCION.

Este método es rdpido, directo 'y sirve bien para sueros claros,
materiales tales como glucosa, bilirrubina, colesterol y trigli
cétidos presentes en cantidades anormales pueden producir re--
sultados errdneos ya que el contenido de nitrégené no proteini-
co de suero o plasma es constante y se ha observado que sblo --
_una pequefia fraccidén contribuye a la refraccién.

La diferencia entre la refraccidn de igual peso de lipoprotei-.
na y alblmina es mucho menor que la diferencia entre el conte-
nido de nitrdégeno.

Sin embargo determinacidn de proteinas totales de suero lipémi
co es mayor por refractometria,que por el método de Kjeldahl o
Biuret (4).

The American Optical Corporation ided un refractdédmetro manual -
para determinacidn de proteinas del suero, previamente se de--
termina el contenido de proteinas dentro de 0.1 g/100 ml con
una gota de muestra.

Los valores normales e interpretacidn de los niveles de protel
nas pueden discutirse mds adelante cuando hablemos de las frac-
ciones de proteina junto con alblimina y globuiinas. ().
Fundamento.- El indice de refraccidn del agua a 20°C es 1,330,
sl se agrega al agua un soluto, aumentari el indice de re--
fraccién, este incremento es directamente proporcional a la con
centracidén en un intervalo doble o triple en soluciones mls con
centradas (5 a 20% p/v). .

Esta proporcionalidad es vdlida para mezclas de solutos si sus
indices de refraccién son de magnitud similar, de esta manera,

se pueden medir cantidades de proteinas de orina y suero, estas

194



mediciones son (tiles pero no siempre exactas,para sueros claros,
no pigmentados y no turbios y cuando no se requiere de una gran
exactitud es un método rdpido y directo para la medicidn de pro-

teinas. (16).

195



5.2%.,. DETERMINACION DE PROTZINAS POR MEDICION CON LUZ ULTRAVIO

LETA.

El hecho de que tirosina, fenil alanina presentes en las protel
nas absorban en el limite de 270 a 590 nm ha sido usado para de
terminacidn de concentracidn de proteinas en solucidn, ademds -
en la cuantificacidn del total de proteina en suero y LCR, no -
pueden obtenerse con este método resultados validos ya que ocu-
rren variaciones significantes en el contenido de tirosina y --
triptéfano junto con varias fracciones de proteina del suero y
especialmentc con albiminas y globulinas como corresponde a la
variacibn entre las fracciones correspondientes a partir de --
sueros diferentes.

Muchos sueros también contienen materiales inteferentes no pro-
teinicos como &cido drico, bilirrubina, tirosina libre y tripto
fano el cual invalida el uso de este procedimiento. El enlace
de péptido absorbe a una longitud de onda de 200 a 225 nm. (u).
Las soluciones de proteinas en general muestran fuertes bandas
de absorcidn ultravioleta a 278 y de 210-215 nm, el pico de ab-
sorcidn a 80 nm es debido a anilios aromidticos de tirosina y -
triptéfano y el pico a 215 nm al enlace de péptido. Para la
determinacién se usa una dilucién 1:100 de suero las lecturas
de 280 nm y uﬁa dilucién 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 dilucidn de la muestra. Si se establece
el procedimiento frente a suero normal, es posible derivar va-
lores exactos de proteinas en sueros normales con el uso de --
muestras de 5 a 10 microlitros a causa de las variaciones en -
la concentracidn de tirosina sérica, sin embargo el método es
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MENOE EXECtD Quando &8 UGE CoOn EUErOS que contiencn proteines -
anbrsales o cuands la relasidn I: _.n'frn ancrmal. Para sedicifin

des proteinas an el 1lIqudo SEfalo=raquidec se ha propussto un

método en gue seefectdan lecturas de absorbancia a 21%mm, debe
nanciconarss gue a medicifn precisa de abserbancia en al inter—
wvalo bajo de luz U.V. presenta problamas t8cnicos para aplicar
pe &n andlisis de rutina {12).
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- DE PR HAS LIQUIDD CEFALQ
RAQUIDED.

Existen tras primcipales problemas en la determinacidn g4l coo—
tenide da grotelnas en 21 1fquids cefaloraguidec.
a).- La concentrancidn de proteinas so baja (normalmente de 15-
ih mg &8 proteina per 100 m1).
b~ La concentracidn de subatancias no proteinloas que inter=
fiesen a8 significativa para la deterainacifn de protelnas.
#),= La soncentraciln de iomnss inorginices s alta.
la mayoria de los sltcdos de determinacifdn de preteinas en sue-
ro ¥ plaama han sido aplicados a ligquido cefaloraquiden paro
no han sido todos probados savisfactoriasente.
[l mtods de digestifn EZjeldah]l ez frecusntemants usado como —
un proceso da referencia pero oMiste &l problema de obtencibn
da un vollmen apropiado de muestra (10 & 15 ml) y en la correo
cifn de la gran cantidad no proporcional de nitrdgenc no protel
nica presenta.
L& reaccifin del biurst ba sido usada vembifn, pero los Tesulta
dos obienidos gemeralments son altos &n comparacifin con otros
progesos, la discreapancia es debida al resultade por interfersan
tiis con proteccas, Baptonsad y polipEptidos presentes =n adltas
concenirac iones.
Cuande un reactive de biuret e gsado la solucifn final debe —
esnirifugarse antes de sedir sl coler, para quitar al precipita
g da hadedxido de caloio ¥y magnesio que #e forma,
La precipitaciin pusds prevenirse con &l uso de una sal disfai-
ca de EOTA (fcido etilendisminotetracitico]) leyvendo el color de

la peaccifn a 1330nm para incrementar la sensibilidad.
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Se ha descrito un procedimiento de reaccién del biuret, con el
que se obtienen sélo resultados comparables a los obtenidos con
el método micro-Kejldahl y los nefelométricos.

En este procedimiento la proteina del 1ligquido cefaloraquideo

se precipita con 8cido tricolorcacético, la reaccifn del biuret
se forma en el precipitado de proteina y el color resultante es
lefdo a 300nm.

En medidas espectroscopicas directas de proteina a 220 a 280 nm,
son posibles las interferencias con dcide ascbrbico, triptéfano,
nucledsidos, 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 proteinas en LCR por filtracidn en --
gel.

En 1914 Folin y Denis introdujeron la determinacibén nefelométri
ca de proteinas en orina con dcido sulfosalisilico, subsecuente
mente esta técnica fué usada en la determinacién de proteinas -
en liquido cefaleraquideo (4).

Las dos técnicas més satifactorias son los métodos nefelométri-
cos y los colorimétricos de Folin-Lowry (4).

La dificultad principal en los métodos nefelométricos es la se-
leccifn del reactivo de precipitacién ideal este reactivo habri
de reaccionar de modo similar con albiiminas y globulinas y ha--
brd de producir el mismo grado de turbidez con cantidades igua-
les de diversas formas proteinicas.

La turbidez deberd ser estable durante tiempo suficiente, repro
ducirse de un dia a otro y de una muestra a otra.

Hasta la fecha no se ha encontrado un reactivo de precipitacién.
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ideal, la mayorfa de ellos producen mis turbidea con alblminas
{fcido sulfosalisflico) que con glabulinas (Seida tricoloreach
tica),

La cantidad d= turbidez vy Ls forsa de las partfeculas floculadas
dependen G las teaperdaturas de La manera de magclar la mues--
tra con el peactive (L&),

Varios autores han usado albldming bovina recristalizada como un
patrln del mEtodo nefelomdirico ds ATC.

En vista de las diferencias en turbidez de las fracdiones de -
protelnad, diferentes autores recomiéndan coms referencia el
usa @i dusra humano diluida.

Ez ha reportado que 14 turbidez varls directaments con la temps
ravura, la variacifn euvl aleededor del 5% sobre el valar nop-
mal & temperatura ambiente (20-25°C) cuands =e usa Scide rei-
clorcacético.

Loa doide triclordotice y sulfosaliafilics produces resultados -
razonablemsnte aceptables para el empled del reactwid del biu-
ret ¥y los procescs de Ejeldahl con previa precipivecifn de —
protefna incluso cuando pe trata de estudiar el liquido cefalo-
raquidan.

fe han cbienido se=jores resaltado con ATC gue con Beida sulfo-
salisflico (16).

5.0, TUNES CUA P L

53 ppacciones de Nonn= Appelt y Foss Jones.-

El reactivo s una soleciln satureda de sulfato amfnioco en agua,

gen la reaccifn de Nonne Appelt se megelan volfimenes iguales --

(0.5 ml de gads uno) de 1iquldo cefaloraquides y sulfate de —
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5131

amonio en un Tubo de ensayo pequafic, despuls de tres adinutlos, W
examina 5i hay opilescencia o turbsdez con la reaccifn d= Pandy,
En la variante introducida en la reaccifn de Ross Jones se ==
vierte con culdade el liguido cefaloraquides, de mode que forme
Wna capa sobre la solucifn ds sulfato amfnico y ee cbasrva la =
intercara anire las dos sclucionss para ver =i se forss on ani-
1io da Fino precipitado. Con la reaccidn de Pandy se obtienan
resultados sfs sensibles que con la de sulfato de amonio.
Reacoifn de Pandy.- El reactivo consiste en una solucifn satura
da de fencl puro en agea de color blanco rosado, en aproximada-
manita 10 g de fenol (ementa d2 toda coloracibn negro parduscal,
sa auspendsn &n LO0 ml de agua y la mezela s& calisnta suave--
mante a4 50°C - lﬂnt‘. el reactive ma tranafiere a un Frasco in--
vartideo v e deja sedimentar a temparatura asbiente a (25%c! =
durants YB a2 T2 horas antes de usarlo. El reactive ha de ser -
clare incloro y turblo se guarda a tesperaturds asbiente en um
frasco ambar lejos de luz directa o de corrients de aire (16).
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CAPITULE VI
fis CACION ORT
El nivel del total de protelnas del suerc en jovenes y adultos
¢z adad mediana sancs o5 oe 6.0 a B.7 ml. en &l plammd la pre-
sencia del fibrinfgenc aumsnta este valer en 0.7 a 0.4 ge/100m1,
variaciones de 0.% gr/l00nl reflejan cambios entre #1 1lguido -
vascular y no vascular en =l curse de actividad diwmma.
La cantidad de alblimins pusde varlar de 3.0 & %,7 /100 ml ¥
el totalede globulinas de 2,3 a 0,5 gflodml, cl Intervalo para
la razdn alblming globulina &8 de 1.1 & 1.8 con un promedic de
1.5,
Las musoprotelnas constitayen alrededor dal 1 al % dal total
de todas las protelnasd del susro, el intervalo mis aceptado es
de 7§ a 135 mgs/l00 al (valor madio ds L3I0 mge) por cada 100 -
ml, incluyéndose el orcsomucclde y varios componentes menos, de-
Finidon, mis uwna poreifn de las glicoprotefipas la determinacifin
da mucoproteinas tisns escasc valor come diagnfstico climico,
lss valoras pusden variar ds 100 a 500 mga/li0 ml y en infec-
r:inn-l agudas de 129 a 450 mgs/100 ml.
Las mamroglobulinas representan del 4 al &% de las proteinas 1o
talas dal suwerc con un pesc molecular de 1,000,900
£l mnivel norsal es de agroximadamente 0.1 gr/l00ml. son una va=-
riecidn de 0.07 & D.ud (123,

=02



CAFPITULD ¥ II

7, INTERPRETACION DE RESULTADOS DESDE EL PUNTO D€ VISTA FINI0-
LOGICO ¥ PATOLOGLED

Las protefnas forman la mayor parts de los solutos contenidos

en al plasma, las cualss estin conetituides por una mezcls oom

plaja de polipdtidos, algiunas de ellas contienen wna Fracodfn
carbshldrate (glico y sucoprotelnas) o uns fraccifa Lipide --
(Lipprotefnas) o eatds unidas & un mezal (eranaferrinal; otras
tales como ia protrombina vy fibrinfgenc estdn contenidas en el
flufde sanguines ¥ alguncs grupos conatituyen los anticusrpos
circulantes.

la albfnina, Fibrindgens y muchas ds las alfas y beta globuli-
mas son simtetizsdas &n el higado, otros en &l tejido linfaideo
y en las ocflulas del plasma del sistema reticulo endotelial.
Las proteinas dsl plasma ¥ sspecialments Ia albleina joegan un
importante papel an &l balance osmbdtico entre la sangre y los
tejidos, ol edena proviens de una posibla disminueisn de la -
concentracifn de protefnas sn el planma,

S& han ancomtrado alteracionss en el patrdn normal de la= frac
ciones glotulinicas del suero como &4 [ndicads por slsctrofors
gis. Sz ha sncontrado an cantidad de condiciones patolbgicas
fiiveles de albldmina alterades £stos se ehcusntran diesinuldos
en desnutricifin, en estado de pErdida da proteinas como an la
nefrosis, enteropatie exudativa, tembilin cuando hay plrdida da
hapiiidad de sfntesis de protefinas en el higads como mucede en
la cirrosls hapitica.

Aumentos de lipe y mucoproteinas 42 las alfa globulinas pu=den
sitar relaciconadas con ausants de niveles da lipidos en suaro -
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come mn =l case de hipercolssterolemia.

Lo# niveles de gamsa globulinas pueden sstar disminuldos en ne-
frosis y en ciertas condiciones donde hay nif.{cultuh de ainte-
siz an cantidades adecuadas de protefnas, sin embargo, los ni-

vales de globulina gamma varfan con la edad por lo que los Te-

sultados deben ser interpretaddos con buldado (13)"

1.1 VALORES NORMALES E CNTERPRETACION PARA FROTEINA TOTAL, ALSU

HINA Y GLOBULINA

El pange normal ds proteina total es de § & § gra/l00s]l siendo
el radio alblming/ globulina wsvaleente de L.5:1 y 2.8:1 (1).
El suarn de un adulte Banc contiens aproximadamente 5.0 & 8.7
g de alblmloa por 100 ml en promedioc alrededor d& §.3 g/logml.
Los valores del total de globulinas varlan antre 2.3 a 1.5 g
con un prosadio de 3.0 g/7100ml an hombres y Mijeres,

Una ligera variacifa diurnd en el total de proteinas &8 obeer-
vado aprexinadamsnte entre 0.8 g/l00 ml afectands por igual a
todas las freacciones, de lo qué resulta gus la mazdn albl@mina/
Elobulina ses bastants constants en cada individus. En niflos -
Hﬂiiil'l nacidos la alblmina v la globulina son an promsdic de —
3.5 & 1.0 g respsctivamente por 10Oml.

Eztos aiveles susentan com leatitud hasta aproximadamenta sl -
tarcer aflo de wvida, en que alcangan los valores normales en el
adulto para cada fraccifn.

Aungque en la deshidratacica los valores dsl total de proteinas
a7 suera podrian estar por encima d& lo normal y en excepiva -
pErdide da agua por dabajo del normal, la rasln ds alblsinas -
& globulinas podrian no canbiar pricticassnte sisagre y ocuando
ooETa hipoalbuminenia; pussto que Esto rellsia de ordinario me
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moscabs en la sintesis dé alblmina en &1 Wigads o piErdida sidbdi-
ta o crénics de 1z alblmina por eliminacifn en la orina.

En 1a mayoria 4e¢ las infecclones agudas o crdnicas la canti-
dad de albdmina disminuys moderadamenta (3.3 a %, Jgrs l00ml) 1o
gue refleja aumento sn la descomposicifn (catabolismc) coms Te-
sultads 48 infeccifin y fietre comcomitante. Las globulinas sus
ilsn aymsntar aAlgo en easpecial las globulinés gamma, lo qua PE-=
fleja sintesis de anticusrpos contra =1 agente infectants, an -
infeccionss crlnicas los valores de globulinas aon mis altos en
especial los de la variedad gamms.

En condiciones como lupus eritesatosc, sarcoidicsis y micloma
miltiple #& encuentras con mucha frecuancla grandes aumantos

{ de 7 & 5 grafl00 ml) on las gilobulinas gamms y en ocamilones a&n
las globulinas beta.

En cirrosis de Lasnnac en la gue hay dismircifa en sl tejide
hepltico funcional, la albfmina puede bajar hasta niveles del
orden de 1.6 gre/iltlml o emmod ¥ el total de globulinas sube
a menude a4 1.8 o 4.0 grs o mds.

La razdn a/G deaciende dal valor normal de 1.4 & valores tales
gams 0.7 & 1,0 Gciempre y cuando las globulink# e8tén presentes
en copcentracionss mayores gque las Jd= albdmins ¥ se dice snton
ces gus ha ocurrido ums inversifn an ls razdn A/GC.

Esta rashn aungue un tiempe fuf tomada como pardmetro de enfap
medad, no o8 muy significetiva. Ea mis importante y fleil ds-
Finir el cambio absoluto en los niveles de alblmina y globulina
respectivaments, que teaner an cusnta la rasds entre ellos, la
relacifn podrfa invertirse 4 causa de ser alto el nivel de glo

bulina aungos =1 de alblmina fuera normal (13)
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En snfermedad renal acoapafiada de proteinura Ocurre un descenso
de la alblmina =n susrc coms resultade de plrdidas urinarias.
En sl paso de nefrosis lipodde y otros tipes del sfndroms na
frétive la alblmina pueds bajar a un nivel de 0.9 g/l00mL y
con frecuencia estando en el intervalo de 1.5 a 2.9 grea/l00 mil,
porqua hay pirdidas urinariss ds alblisina del orden ds 10 a 30
gri por dla; ss caractarfstica del sindroms nefritics la slava-
cidn en las globulinas alfa dos an suerc, acompafiada de hipoal
Buminsmis.
E.'I. valop bajo de albimine en suero @8 una de las causas impor-
tanten da formacifn de adema lo cual punde obssrvarss en &l --
sindrome nafrdtice, en ipanicilin, en mala abeorcifn y ligica--
mente en cirrosis, en cuyo caso la pirdida de albimina posda -
debarss a la formacifn del liguids ascistico (18]
Ls agasmaglobulinesia =5 ona condicibn relativemente vara, de-
bida con [frecusncia a unh dafecto en el sstabolisms, &n &l ocual
las gamma globulinas =stdn muy bajas o ausentes las otras [rag
cionea del suero estén relativamente normales.
Antisonoeptives orales conteniends combinacionss de estriganos
progesterona son causa significante de dismimiciones en la can-
tidad de albfimina y & un contenide menor an al valor de protel-
na total (1).
La concentracifn d& sucoproteina =n susro pusde Ser mayor o --
menor gue Lo norsal, en aumento se atribuye a liberacifin de mu
coproteinas por histiocitos como respussta inmediata a enferma
dades infecciomas ¢ proliferativas, pero no parace astar muy -
justificada prafiriends la valoracifn de protefnas a un proce-
dimiento tan fdoil como al de velocidad de pedimentacifn de he
206



maties para seguir el curso de tales trastornos.

Puede haber disminucién en casos de insuficiencia adrenocorti-
dal o hepidtica, es subnormal en. ietericia médica y elevada en
la quirfirgica seglin informes constituye uno de los mejores en-
sayos para la distincién entre las alteraciones hepatocelular

y obstructiva del padecimiento (17).
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L4 slsctroforecis v tfonicas de fraccionamiento saling detalla-
de han revelade us afmerc interesante de variscionss en las ---
fracclones globulfinicas an clerton padécimientos, sjesmplos da -
patronsd alectroforéticos proporclonan referencias (mportantes
a satudios de algunos padecimientos en particular.

En nefrosis awiste una disminucidn de alb@minsz con aussnto mar-
cadn de la globulina alfa dos ¥ una dissinecifn de la globuli-
e gamma, la globulina beta pusde estar susenitada. Cn cascs de
enfermedades erfnicas del higads swiste comunmente un inoremsn
to an globulinas gamma con una disminucifn marcada de bata-glo
bul inas.

En hepatitis infectiva hay un incremento en globulinas gpasma,
usualmente sflo en pequefia cantidad con disminucifin en globu-
linas alfa wuna y allfa dea.

Una tendencia a4 un pegquefio sumento de globulina alfa dos ha =--
sido reporiads en diabstss, otros investigadores tambifn han -
sncontrado aumentos de globulinas beta.

En artritis reumatoide existe con Frecusncia disainucifin ps=
quafia o moderada de gamma gplobulinae oon un aumento pequefic en
la fracciép dos, aumantos similares &n las fracciones pamsms
ganma dos han aide obeervadas en lupus eritemsto=o disesinado
¥ sarcoidiosis de Boeckf mosirando Lncressnios an la fracociln
alfa dos, beta ¥ ganma, este pusde ser mde marcado en la frac-
cifin gamsa y pusds ser menor en la alfa dos.

Un aussnte pequelc ¢ aoderado sn las fracciones alfa 1 y alfa

dos de globulina se obrerva =n cieprtos casos de clnoer, s& ha -
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observado disminucidn en la concentracifn de las globulinas gam
ma en leucemia linfocitica en contraste con un aumento en leuce
mias megalogénicas y monociticas y la alblmina tiende a caer --
en todos los casos.,

Varios patrones elctroforéticos son obtenidos en mieloma mGlti-
ple, la caracteristica mis comunmente encontrada es la presen--
cia de una banda de proteina anormal la cual ha sido llamada --
Protefina M (Sundermann 1957).

Esta aparece como una banda intemnsa y ancha mis comunmente halla
da en globulinas gamma, con disminucibén en la frecuencia entre
las globulinas beta y gamma y muy raramente entre beta y alfa
dos. Existe también disociacién entre la fraceidn de proteina
M en el suero y la proteina de Bence Jones en orina. 56lo oca-
sionalmente son observadas ambas en el mismo paciente, ordina-
riamente en pruebas de orina cualitativas.

Sin embargo, la proteina de Bence-Jones, puede ser encontrada -
en una alta proporecifn 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 proteina de Bence-Jo-
nes en la cripa, el patrdédn de globulina del suero es normal, ex
cepto por la tendencia a que existe una disminucidm 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 macroglotulinemia
y ocasionalmente en la regién de globulinas gamma. En estas --
condiciones las globulinas gamma normales estdn 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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