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CAPITULO I
INTRODUCTION

La electroforesis, Hamada algunas ceces tambhidn cata-
forests o 1onoforesis, consiste en ¢l movimicnto de los fones
o particulas coloidales en solucion, cargadas bajo la influen-
cia de un campo eléctrico.

fa velocidad de este movimiento es una fancion de la
polaridad, o sea de la carga elécirica neta de dichas particu-
fas, asi como de st pesao molecular, ntmere de grupos ioni-
zables, su canstitucién v forma v oivos doctores tales como
o electraosmosis v fa adsoreion,

Aoun pb Setdo repecto deen nents dsoeldéctrico, las
particulas tienden a emigrar hacia - cdtodo v aoun pH oal-
calmo de dicho punto comgran hacia el anodo: en su punto
1socléctrica tienen nna cares neta twual a cero, por lo tanto
nochov gnesthdad alguna.

Tisehius (130 en suxs trabajos sobre separacion electro-
torética descubrid ques tomando en cuenta las diferencias
cntre las movilidades electrofordticns, se podia hacer un and-
lists exacto de mezelas de substancias, Sin embargo, el mé-
todo de Tischus requiere apariies Smmnnichite Costosos v
complicados en su manipulacién v por lo tantoapoce prie-
ticos en la rutina diaria de los laboratorios elinicos, téeni-
oS8y clentificos,

No ohstante, estos primeros trabajos han servido de
hase el método de la electroforesis sobre papel himedo e
iniciado su uso en los campos analiteios.

La clectroforesis sobre papel ha sido aplicada al exa-
men de dos grupos principales de substaneias, o saber:



iones pequenios, orgianicos o inorginicos v coloides grandes,
tales como proteinas y polisaciridos.

En la actualidad su uso se ha extendido grandemente
ala quimica de alimentos, bacteriologia, investigacion de
virus y a la quimica industrial,

En este método, las pacticulas de gue se cncuentra
formada la wil tancia en experimentacion, se distribuyen
sobre Ja tiva de papel en sonas Mas o wenos bien definidas,
dependiendo de un congro] cuidadoso de ta concentracion
de los clectrofitos de la solucion, la naturalesa v oconcentra-
cion de fa muestra, a porosidad v ocalidad el papel filtro
Hsido vode Taotension eléetrica aplicada.

De o anterior se deduce 1o necesidad de efectuar 1a
clectroforesis a un pH constante, para lo cual es necesario
Hsarouna solucion tampon, fornuds generalmente por un
teido débil v una de sus sales,

La Tuerza idnica ox también de sumn mportancia, ya
queun anmenta en ella ocasiona un descenso en la movili-
dad electrororéion - esto es debido a que Jos 10nes absor-
hidos por Tas portienlas pueden comunicarle a aquella <y
carga eléctrica, dependiendo por lo tanto ¢l punto isoeléc-
trica del contenide dof tunpon en jones as como de fa va-
lencia: de los misimos o s dones rampon, polivalentes
no esta bien derinida 1y velocidad de migracion de protei-
nas. atn con pli v ofuerza ioniea vonstante, por o que se
prefiere usar jones monovalentes,

Fa posibilidad e abtener resultados simultineos, la
sencillez v hrevedad de este métado g como ei bajo costo
de los aparatos utilizados, hacen que sen va ampliamente
nsado, a pesar de ser relativamente nuevo,

Por 1o expaesto anteriormente, se ha escogido como
tema para este trabajo el estudio (o nomictado electrofo-
rético sobre papel Tiltro para separacion de seroproteinas,
tanto humanas en estados normales ¥ patologicos: como de
algunos tipos de animales, debido a Ja importancia tan gran-
de que tienen lag proteinas en lug funciones biologicas de
los individuos.




CATITULO T
ANTECEDENTES HISTORICOS

La idea de usar soluciones estabilizadoras de electroli-
tos ¢ni jos experinienios sobre migracion ionica, data de 1886,
en que Lodge usando pelaiina como medio estabilizador, en
tubos de vidrio, determing lag velocidades migratorias de un
gran ntmero de iones morgianicos midiendo ¢l movimiento
de franjas coloridas o la formacion de anillos de precipita-
do. Arrhenies en ol mismo aiio publicd en un estudio las
relaciones entre la fhodes de clectrolitos estabilizadores con
gelatina vl conducabilidad de tas mismas soluciones de
sales morginicas,

St embargo, no tedé sino basta 1038 en que Tisclius,
con avuda de un nuevo apariato para electroforesis y un mé-
todo censitivo para mest las franjas resultantes, encontro
que el suero sanguineo contiene albfednn votres globulinas
designadas como alia, bheta v gamima, respectivamente.

I ano de 1939 Tue prodigo en publicaciones sobre téc-
nicas clectrororéteas, Stram deseribid un mctodo en el que
dos clectrodos se imsertan en columnas de altnuna del tipo
usado en adsorcion cramatogrativa, Coolidge deseribid otra
téenica en donde se utilizan pequenas muestras de solucio-
nes séricas voen el msmao ano, von Klobusitzky y Komig
publicaron un método en el que por primera vez se em-
pleaban tiras de papel {iltro, no habiendo tenido su tra-
bajo el éxito esperado.

En los afios posteriores se destiearon los trabajos de
Berras, en Arpentina, o) cnal deseribe vnin téenica para la
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separacion  clectroforética de iones  inorganicos;  los de
Iecoq. deseribiendo una téenica muy similar a la usada
por Strain: Consden, Gordon y Martin en 1946, publica-
rop 1a separacion de amino dcidos y Hugaard y Kroner
anunciaror los resultados de algunos experimentos en los
gque se combing la cromatografia y la  clectromigracion
para la separacion de mezclas de proteinas.

Después, Hevando adelante el trabajo de  Tiscelius,
este método sencillo fue utilizade en 1940-1030, casi si-
multinea ¢ independientemente por Th. Wieland v Fisher,
por Turba y Enenkel, en Alemanma v por Durrum en
EE.UU., para la microseparacion de proteinas v oannno
dcidos ¢ inmediatamente después por Grassmann y cola-
horadores ¢n un método cuantitativo para analisis de suero.

En los 0ltimos anos ha habido un enorme incremento
en el desarrollo de los métodos analiticos por migracion
cicctrofordtica. Fn muchos laboratorios sirven como tée-
nicas  adaprables para la corroboracion,  exploracion y
cantrol.

El aumento de aplicaciones v la multiphicacion de in-
vestigndores mteresados en suouso han estimulado el pro-
preso de Taociencia relatva @ las substancias quimicns v
SUS reacciones.

La resultante expansion de los conocimientos ha sido
tan rapida. tan grande v tan diversa, que en la actualidad
cerca de 4000 trabajos se han publicado, con los diferentes
mnetodos, apheaciones, modificaciones v limitaciones de las
téenicas: por lo que en esta corta introcduccion histérica no
se puede dar nna relacion extensa sobre ello, citdndose sélo
el desenvolvimiento general,

Los antertores datos sobre bibliografia fueron extrai-
dos del libro sobre electroforesis de MceDonald, con refe-
rencia (13).

— 1 —



CAPITULO 111 -

MATERIAL Y REACTIVOS
1 —~MATERIAL.
a).——Aparato (g 1),

Pl aparato usado para efectuar la clectroforesis es una
moditicacion det deserito por 15, L. Durrum (2). Dicho apa-
rato st Tormado por una celda rectangular de lucite de
315 v de fargo por 145 em de ancho y con una altura
de 10 cmn coaos Bt dividida Tongitudinalmente en dos com-
partimentos iguales, correspondientes al anodo v oal catodo
(s tenen ademds, un tubo de hule (¢) conectado a ambos
lados de los compartimentos, ¢l cual tiene por objeto igualar
tos niveles de o soducion reguladora a wmbos lados al prin-
Giprur el expeninento.

Fon b pared opuesta estan las conexiones de los electro-
dos (d) en la parte exterior, introduciéndose a traves de
unos pequenos orificios, cada uno en su compartimento
correspondiente. Dichos electrodos estin constituidos  de
dos alambres de platino colocados paralelamente a las pare-
des longitudinales de la celda, desde el extremo donde se
cncttentran las conexiones hasta la mitad de la misma donde
cstin sujetas por medio de un pequeiio tornillo (¢).

La celda se cubre por medio de una tapa de forma pi-
ramidal (1), del mismo matertal.

I.a modificacion entre este aparato y ¢l usado por E.
| Durrnn, consiste en una pared adicional de lucite (g)

1
deaes, SUIDRS
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cotocada en cada m)“.[..lt Lieno, cntre dapared longitudi
nai v ia pared central, dejando SOlo e pegueno espacio de
3 em. para que hava u»mn"x‘r;wi(m‘mlhx'cm:}“dc tos
clectrodos con el resto de 5 soluvicn, Fag modifieactsn
tiene por obicio ¢f provenir daodiie Oy ade Tos prodactos cle
tox electrodos hacia of final de fas tras Jde papel vitro,

Il soporte para colocar las tiras es removible voesta
formado esenvialiente por tres variblas del nusmo mate-
rial. colocadas simctricaunente en torma de Voinvertida (h).

I.a corriente cléctricn para efcctuar la disociacion pro-
viene de una pequena trente deopoder provista de un volti-
metro v oun amperimetro,

bY.—Papel filtro.

Se utilizd papel filtra Muanktel No. 20, cortado en tiras
de 22 cm.ox 3N cme Con una marca ligera de lapiz se
senala exnctamente T mitad de da nra, tentdo ast un punto
de referencia tanto al colocar la ura sobre el soporte como
al aplicar ol suero,

c).—Fotocolorimetro Leitz, con celdillas adecuadas v fil-
tro verde correspondiente a una longitnd de onda de
335 milnnicrones.

d).—TPara colocar el suero \mum\m en la tira se usd un
aparato especial Hamado “striper™, marca Spinco (Fig.
2y, Para las operaciones de zecado, tenido v lavado de

las tiras se \miun un cristalizador rect mwuldr Pyrex
de 34 cme o x 20 o,

¢).—Tubos de ensayve, embudos v pipetas para el fracciona-
micnto quimico de proteinas.

—_16—-
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2 REAUTIVOS, L

h-Soluenn repuiadory,

ool “'f‘!‘“;”“\i"_‘””“”? tsida parala migracion clectrofo-
retica es Sa de Michaelis, formada por barbital y barbital
sodico, de pIE 86 v fiersa ionies de 0,03,

‘ obtiene diluvendo en un litro de agua
sehea v A0 e de dcide dietil barbitari-
coouna ver disneltas perfectamente o substancias, se hace
una seeandda diecidn en proporeion de 11 quedando asi la

solucton fivia para emplearse.

Foeata obneiin e
\
1

2006 ¢ de hrtharn

byt ‘olorante.

Azul de hromaofenod o cen 01 g
(.h)T!HT' vaereOrico oL L. L. e e 50 »
Acido acéticn o e 5.0 ml.

Apua destitda

................... 1000,

Seodisuelve of cloruro meretirico en agua destilada, ca-
lentando Hgeramente o es nevesario, se agrega ¢l acido acé-
tdo v el azul de bramofenol v se disuclven perfectamente,
Hevandolo woun Htro exactinente con agua destilada.

¢)o—Solucion de lavado.-—Solucion de dcido acético al 0.5%

d).—Solucion cluvente—Para extraer el colorante de las
tiras, se hizo la elucidon con NaOHf 01N,
¢).—Reactivo de Weichselbaun,
Tartrato sodico potdsico .. ... e . 18 g
Sulfato de cobre pentahidratado ...... 0.6 ,,

Yoduro de potasio ... 0oL oo LO,

NaGH 02N ... ... e 2000 ml



Se disuelven en 80 ml de Naoll O.2N el tartrato sodi-
co potiasico, s agrepa el CaSOUSTHO v ose disuelve por agi-
taciom, se mezela enseguida ¢f K1y se lleva a 200 ml con
NaOH 0.2N.

). —Suero nNsologico~-Nal'l al J5/1000)

e

) —=Soluciones de NasSOal 200279, al 27.73% v al 15.75%

3 MATERTAL CLINTCO,
fos exitmenies se hicieron en personas agrupadas como
sigue:

a).—Sanos, formados por personas sin enfermedades
aparentes al examen medico,

bh).—Cirroticos, formados por enfermos con ¢irrosis
hepitica difusa de Laonnece, v

¢).—Diabéticos, forniados por enfermos con Diabetes
Mellitus en tratamicento,

En animales, los estudios se hicieron en conejos, gatos
y ratas, todos al parecer sanos.

—



’ CAPITULO 1V R
METODO

Las proteinas pertenecen a un grupo de substancias que
se caracterizan porque al hidrolizarse dan multitud de ami-
no acidos diterentes; estos amino dcidos tienen cardcter an-
totero, ¢ decty ~en vestores simultaneos de carga positiva
yonegativa, e presanena de un medio deido reaccionan como
bases ¥ viceversa,

La magnitad de la carga eléetrica de las proteinas se
debe en pran parte al munero v constitucion de estos amino

acidos, va que Dindionan como grupos wonizables,

Fl fraveionamiiento proteinico se realizd por separacion
clectrotoretion: fn cantidad total de proteinas en el suero se
obtuvo por mttodoe quithicn v, asi mismo, por este ltimo
metoda se Hewd ocabe L separacion fraccionada de las sero-
proteinas, con o} ohicto de hacer un estudio comparativo en-
tre ambos nictodos

1—MIFTODO ELECTROFORETHCO.
a).—Aplicacion del suero v desplazamiento electroforético.

Con avuda del fstriper’ se colocaen la tiva de papel fil-
tro ¢l suero por analizar, sobre la linea marcada con lapiz;
esta tira es previamente volocada sobre el soporte y hume-
decida con 1 sohreion reguladora por medio de un gotero o
pipeta. Después de aplicado el suero, se cgbrc el aparato
con la tapa, se conectan los clectrodos a la tuente dc'poder‘
v se regula la tension eléetrica & 150 volt'los,.cfectuan((rloiqg,
¢l desplazamiento electroforético en ¢l término de 16-18
horas.

—_— 19 —



Pucden ponerse simultanciie ite on el aparato seis
tiras de papel filtro. equivalentes a seis sueros diferentes,
o bien. solamente tres sucros, siendo dos tiras para cada
uno de cilos

Despuics oo eroctmse T electrotorests propiaumente di-
cha, s retira el soporte del resto del aparato, una vez des-

by~ Tetudo v lavado,

Cuando se hevan secado las tivas se sumergen en una
colucion de azul de bromofenol por espacio de 20 minutos,
al cabo de los cuales e retiza el colorante ¥ se lavan con la
solucion de acido acético dilindo tantas veces comao sea ne-
cesario para obtener vna sofaeion residual impida ¢ inee
lora. A continuacion se secan las tiras nucvamente, quedan-
do listas para la elacion posterior,

¢).—=Elucton.

Para la estmacion Jde las cantidades relativas de las
fracciones proteinicas en las diferentes zonas tefitdas, se
usaron dos procedianentos:

11 primero de ellos consiste en fa chucion de las trac
ciones totales de protein. Para esro, se corta la tira en
cinco fracciones localizadas por medio del colorante, corres-
pondientes afas albmninas, alfa, alia:, beta v gamma glo-
bulinas: s diluven en un determinado volumen de NaOH
QAN fen este case 20 mby v ose dejan reposar por espacio de
30 minutos. agitando ocasionalimente: se pasan a las celdas
fotoeléctricas para leerse en el forocolorimetro, tomando
como tubo testigo uno que conrengn NaOt 01N la suma
total de las densidades Optici s corresponde al total de pro-
teinas obtenidas por ¢l método quimico v las fracciones
proteinicas estan. por lo tanto, en razon directa de sus den-
sidades opticas leidas en los diterentes tubos.

20 —



|!nn ci secundo procedimiento usado, la-tira se corta en
secciones de 5 mm. de espesor, a partir de la zona mas in-
tensaizente coondia correspondiente a las albiminas, y to-
mando como blanco una scecion donde no hava coloracién;
sodes aureis i cada tebo S mibde Naolf 0.01 N por espacio
de 30 nunitas, agitando los tubos a diferentes intervalos y
se procedio comao en o caso anterior, Se hizo una.grafica
comas decraeas obiemidas, o sea las densidades 6pticas con-
tra distanci mivratoria,

Ui vez obeenvda la pritfica, se determina el drea bajo
curva de lncdiferentes fraceiones con avada de un planime-
tra, ast como el drea otd, la enal corresponde a la cantidad
de proteinas totales: con estos datos se caleula la cantidad
de prateinas corresnondiente a cada fraceion.

Citpes noocedtmentoousado para la determinacién de las
fraceiones coronnotdicns, o por medio de la balanza; pesan-
do las fraecenes de leeeidiea correspondientes a cada frac-
cion proteinion. cendo lnsomade todas ellas, la cantidad de
nroteinas otiales voefectmindose Jos edleulos como en el caso

anterior

2—DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES.

Fn la determinacion de proteinas totales se siguio la
teeniea de Weichaelbann debida aosu rapidez v exactitud.

Fnoun tubo de fotocolorimerra se colocan 0.1 ml de
caeron 3 mb de suero Tsioldgico v 5l de reactivo de Weichs
agrita repetidawmente ol tubo basta obtener una

selbaun v ose ) | une
Se Hevi o hano maria por espacio de

colaracion uniforne. ‘
30 minutos v con uni temperatura constante de 31°C

La lectura se hace con filtro verde currc.spondicntc a
nna longitud de onda de 333 milimicri{ngs N 'usamlo como
testigo uni solucion de 5 mlo de suero [isiologico y 5 ml. de
reactivo de Weichselbann.

— 2 -



El % de proteinas totales se obtuva multiplicando la den-
sidad Optica por 314 correspondiente al factor obtenido al
calibrar ¢l fotocolorimetro.

3—FRACCIONAMIENTO DE PROTEINAS,

I5n tres tubos de ensave se coloea lo siguiente:

Tubo 1.—A (L5 mi. de suero sanguineo se les agrega

7.5 mi. de Na:R0. al 27.73%. Se Heva of tubo a la estufa
durante toda la noche v ose filtra. Del tiltrado se toman
;

1.6 ml, se agregan 3.5 mil. de suero tisioldgico v 5 mb de
reactivo de Weichselhaun.

Tubo 2.-—A 0.5 ml de suero sanguineo se le agregan
"5 ml de NSO al 20279 Se leva el tubo a la estufa
durante toda la noche v se procede comao en el tubo uno.

-

Tulbo 3=\ 0.5 ml de suero sanguineo se le agregan
10 ml de Na:SOcal 153.75%. Se dejan reposar en la estufa
durante toda la noche; se filtran v odel filurado se o toman
Smb adivionande 5 oud de veactive de AW cichrelbaan,

los tres tubos se levan a batio maria por espacio de
30 minutos a una temperatura constante de 317°C, Las lec
turas se hacen con filiro verde de 333 mithimicrones,

Al multiphicar fa densidad dpuica del taho uno por 314
nos dar directamente o} valor de fas aibanunas: el tubo dos
nos dara de igual mancera o] valor de fas albiminas mas las
alfa globulinas v ¢l tabo tres nmliiphcandolo por ef factor
13.0 nos dara el valor de fus allimanas, ndis alfa v beta glo-
bulinas. 4

Por lo tanto, Ia diterencia entre ef tubo 2 v el tubo |
nos dard la cantidad de alra globulinas v el tubo 3 menos el
tubo 2 corrvesponde al valor de as beta vlobulinas, Fl ovalor
de gamma globulina s¢ obtendra por diferencia entre las
proteinas totales v el tubo 31 v por Qltimo, la cantidad de
albimina se obtendsd directamente del tubo 1.



CAPITULG V s

METODOS ESTADISTICOS

. _Los resuitados obtenidos se utilizaren para calcular los
sIgUIentes parisnctros:

L~Promedio o Media Aritmética (M); es igual a l=
suina d'c iu:s termnmos de cada serie dividida entre el niime-
ro de término tny:

2 X
Mo -
n

2-~Desviarion media cuadritica, calculada por medio
de la siguiente formulac
2N
D), S5 e == M?
n

en donde (3 X7) representa la suma de los cuadrados de
los valores obtenidos, (n) el ntmero de casos y (M) el pro-
medio aritmético al cuadrado.
Como en este trabajo ¢l ntmero de casos es menor de
treinta, la formuala anterior se modifica empleando:
= X’ = X7
en vez  ———
‘ n-— } n
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v Fstiandar del mnmmlm (15, 5.) ¢l cual se obh-
adra-

3. —1i

Y M
tiene al (hn(ln la desviacion estandar entre la raiz cu
da del ntunero de casos:

como en ¢l valor anterior, como ¢l nmero de casos es me-
nor de treinta, se dividird la desviacion estindar entre la
raiz cuadrada del nimero de casos menos uno:

NS
LS e
Vo1
4T coeficiente de significacion estadistica o indice
de Fisher (o) se usd en eate trabajo para comparar los va-
lores obtenidos en los diferentes estados patologicos, de
acuerdo con la formula:

\11 —— A\I‘
(vr - — -
2 2
VES - E S
1 2

es decir, es el cociente de la diterencia de los promedios
aritméticos entre la raiz cuadrada de la suma de los errores
estandar del promedio.

La regla de FFisher dice: “si Ci resulta mayor que 2,
la diferencia observada entre los grupos se debera a accl-
dentes del mucestreo menog de 5 veces en 100, por 1o tanto
se puede considerar “Estadisticamente Significante™ ™

Sin embargo, con objeto de hace mas claras las dife-
rencias, consideramos como valor estadistico adl, 3.1, con
lo cual hay una probabilidad en 300 de que una determina-
cidn coincida en los dos grupos comparados.

—_ 4



CAPITUT.O VT o
RESULTADOS

Los mdividuos clasificados previamente en tres gru-
pos, correspondientes o osanos, cirrdticos v diabéticos, v los
resuftados de las prucbas practicadas a todos cllos, se en-
caentran coanprendidos en Jos cuadros T v TH respectiva-
mente.

Los valores wbtenidos en I separacion electroforética
de cueros de diferentes especies de animales se consignan
el cundro IV S0% e elecn) fa separacion proteinico por
rlectraforeasdebida a Ja poca cantidad de suero disponible.

Los pariietros dedichos gonpos cadeulados por el sis-
temia de Fredert T Jung (8) ya deserito, se resumen en
los cuadras Vv VL

El 'romedio Aritndétco, o Desviacion Media Cua-
dratica v o Frror Fadndar se caleularon para todos los
grupos.  Fl tudice de Fisher e ealeuld para el grupo de
arroticos v para los diabéticos comparados con el grupo
de normales v oentre =i, como se verd ¢l cuadro VIL Los
demis grrupos son demasiado pequenos para efectuar estos
cileulos. ‘ :

Los enfermos de cirrosis presentan una disminucion
en las albtuninas v awmento de las gamma globulinas con
el sub.ccuente ammnento de globulinas totales, Iista diferen-



cia se encuentra tanto en el método quimico como en el elec
troforético, por corte de grafica v corte fraccionado.

Fos diahétivos no ln'vs‘vm:m alteracion alguna de las
.l.lul(m(‘\ K1 l()pll)l(l(.l\ ¢n lu.nmn con 11)\ \\HCU)\ norma-
les, con exceepeinn de una disminueion en las atbaminas
obtenidas por ¢l corte fraccionado, en el método clectro-
fordético,

Fas Medias Aritmdticas de las fracciones seroproteini-
cas obtenidas on ratas, conclos voEatos se n'.mx‘lkvx‘m\mn a
porcentajes, quedando para las ratas los valores de 36.3794,
23.299, 21-22% v 14109 correspondicntes aaiblunina v
alta, beta v gamma globulinas, respectivamente. Compara-
dos cstos porcentajes con los hallados por ¢ }\-v«in«r {O). lm~
cuales corresponden a 42-4370 25200618 219, v 16-18,
ve una gran sunthitud en aimbos casos,

Fn los concjos se encontraron los valores de 30-38% de
albtiminas, A2 -H% de alia globulinis, 13 to% para beta
globulinas v 105 13% de 1a fracoion camma vlobuiing; eos-
tos valores presentan un poreentide mavor on o albiminay,
alta v bev wlobuhmas v menor en gama globulinas que los
cncontriados Pt Dentsche (1), correspondicntes 4 3199 de
albiminas, TG de alvae v beta globulings v 2196 de ganma
glabulinas, :

Fos porcentages de las fraceiones correspondiontes a los
oy , >
gatos son: 47512 para alhlminas v 21 20060 13149 v
13109 para alfa, beta v ganena globulinas, Eno compara-
C101 con hw ditos pubhicados por Moore « T4, 1os cuales son
N 4 . . . ) . . -
306%. 4%, 12% v 29%G, por ¢ Diunoudos camo fracciones
o203 v b se nota una diferencia notable en la primera v
umnn fraccion en comparacion con los obtenidos en este
trabajo.
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CUADRO V.

HETODC HLBC‘TROFOHETICQ e HETODO QUIMICO
Corte fracclonado g Corte grifiéa‘ ‘
' 84508

| Pele A O e 53 [Pl A G < B %

£ Y eSO ST ?:T,?.A SN A
¥ 7418 4,31 2487 0096 0099 0652 7417 4466 2.51 0478 0.95 0478 | 7o18 4.22 2,91 1.
DeBe 1459 1.089 0e57 D449 0e34 0437 | 1.88 0.95 106 Oodl 0.45 Cu72 | 0474 0.43 0.85 0O,
E.8. o34 0422 0417 0,10 0.07 0uD8| 004l 0ol 0.23 009 0410 0.16 ! 017 010 0.20 O

CIRROTICOS,

PoTe & ] X = ¥ PeTo A 3 =3 2 Y | PeTe A 4 K
H 6089 2478 4411 103 1610 1,98 6.87 2491 3496 0e99 0,97 Z.00 | 6.89 2.42 4.47 1.27
De 8o 1054 0498 0698 0639 0¢84 04641 1498 1.38 1415 042 0436 04817 14564 0.96 1.19 O,
Be8e | 0030 0,19 0418 0.08 0o16 00:12] 0c5L 0435 0430 0oll 0409 0,21 0.30 0.18 0.23 0,
DIABETICOS

PoTo A g X 2 Y | PoTo A G A B Y [ PeTe A G
¥ 6oB6 3433 34493 1616 1o14 1.13] 6.98 3.83 3,15 1 1l 1.00 1 6.81 3.56 3.25 1,
DeBo | 1462 089 0¢84 0610 0441 0439 1485 1e0O7 0629 0040 0411 0,40 | 2.44 1.09 0.93 0.
BeBe¢ | 0033 018 0017 0402 0408 0408 045 0426 0.07 0 o} 0410 | 0458 0426 022 0.
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CUADRO VI

e ... ... METODO ELECTROFORETICO
.| Corte fracctomads | " corte grafica
COK2EJOS
- RELL 4 G o b ¥ A G A 50X
‘{«‘62 283 2.03 0,76 D80 (.47 2.65 1,97 0.63 0.74 0.60
D.8, 0.66 1 0a99 0.70 0.03 0.33 0.4 1.04 0474 030 0433 0.40
E.S. | 0.18 | 0.33 0.23 0,01 0.11 0.11 | 0,36 0.25 G.10 0.11 0.13
GATOSB
- PeTo ) A G o8 B ¥ A8 < B ¥
X 6:16| 2.7 3.20 1,28 0.80 1.21 | 3.16 3.00.1.23 0.87 0.9
DeBa | 2489 1,38 2.98 0.33 0.40 0.61 | 1.66 1.64 1.89 0.54 0.56
BoSe | 1.29| 0.60 0.75 0437 0.17 0.27 | 0474 0.72 0.A4 0,23 0.24
RATAS
L _PeTe LG X B ¥ A @ <X ¥
W F AT | 2,52 4,66 2.12 1.50 1,03 | 2.65 4.52 2.05 1.60 0.87
DeSe | 4e18] 1462 2.70 1.24 0.88 0.62 | 1.58 1.11 1,18 1.09 0.56
BeSe| 2493 1.0% 1.89 0.99 0.62 0.43 | 1.11 0.78 0.94 0.78 0.39
CUADRO VII
_CORTE FRACCICNADO
% P A G ST ¥
Normales y Cirroticos 0.60 15.28 4.57 0.55 0.94 7.36
Normales y Diabéticos 1.31 (3,59 2.32 1,96 1.41 1.45
Disbéticos ¥y Cirroticos | 0.73 iz.lo 2.66 1.59 0,23 5.90
) CORTZ GRAFICA
POLT A8 X B ¥
Mormales y Cirrdticos 0.46 14,29 3.84 1.47 0.15 5,00 |
Normales y Diabeticos 0e28 |2.48 2.66 2.22 1.50 1.63
Diabaticos y Clrroticos | 0.16 [2.12 2.64 0.61 1.05 4.32
METODO QUDMICO
T PaTe A G o al hr/y?
. 1 cirrétisos 6.70 [8.76 5.16 127 0,91 Bl
§2§:§1§2 yy Dlabaticos 053 2,01 1o14 0+67 054 0.71
Disboticos y Clrrdticos | 0.12 [3.61 3.84 0.57 0.16 4.91




CAPITULO VII

COMENTARIOS

ks indudable que ol método electroforético sobre papel
-filtro es sumamente preciso, ademas de ser breve y sencillo
vt sus manipulaciones.

Ll hecho de que en ¢sie método la cantidad de suero ne-

vesario sea muy pequena, le da clerta preferencia sobre el

" miétado quimico. yaque en este Gltimo es necesario una can-
Atdad mucho mavor,

La solucim reguladora no es indispensable cambiarla
en cada prucha, va que se hicieron 10 6 15 determinaciones
usando una mrsma solucion tampon, obteniéndose franjas
bien detmidas: sin embargo, es aconscjable la conveniencia
de alternar los clectrodos ¢n cada separacion electroforética
para evitar la preapitacion de las substancias sobre los mis-
mos, con las consccuentes variaciones en el pH de la solucion
que induciria a resultados erroneos.

Onra de las ventajas inherentes a éste método es el poco
costo del aparato, asi como lo facil que resulta su construc-
cion, )

Isn relacion a los dos procedimientos usados para la elu-
cion de las tiras tefiidas, es recomendable el corte de las fran-
jas totales coloridas correspondientes a cada fraccidon de
proteinas, debido a que se simplifican las operaciones en
comparacion con las cfectuadas en el segundo sistema antes

—_—T —



recerse a tos pubhicados por Deutsche y Moore, respectiva-
mente.

Estos camhios observados entre uno v otro método son
debidos a que ¢s imposible obtener un mismo patrén electro-
forético de no efectuarse la separacion en las mismas con-
diciones.

Por aljimo, es preciso hacer constar que en todas las
determinaciones efectuadas, se tavieron las debidas precau-
ciones ¢n las operaciones ¥ manipulaciones asi como un con-
trol cuidadoso de los reactivos utilizados.  Las soluciones
de Na:S0¢ para la precipitacion de proleinas se conservaron
en el horno constantemente a una temperatura de 37°C,, pa-
ra evitar su cristalizacion, y se tuvo un control debido sobre
la solucion reguladora, asi como del tiempo y tensidon eléc-
trica utihzada durante la separacion electrofética,



mencionado, siendo los Tesultados en minbos casos amplia-
mente sallsictonos,

Sin embargo, stose cuenta con aparates especiales pu a
leer les dersidides oprivas de las tivas sin necesidad del
horioso carte de tirilias seccionales, se puede determinar cl
porcentaie e lns diterentes fracctones, una vez obtentda la
grafica, midiendo @anto las areas parciales como el drea to-
tal por medio de un planioetros o bien, pesando dichas frae-
ciones en ia balanza, previamente cortadas, Fste tltimo sis
tema es Mis elecivin por tener un margen menor Jde error
que al usar el planimetro, ol cnal requicre mavor practica
PAra un correcto s,

. Fs muy intercsante ol h(""\u de que en el wfi:(‘.!ﬂ\mn
CIFTOUCO su neta vna per xfu coen b eapacidad de forma-
cion de sero-albiminas, simer n' v por ol hl‘djd(]” voen eame-
bio, hay una hipergichulinen o debido ol aumento de céla-
las plasmition s que se enotnes tan rectentemente en la nid-
dula dsea, gne es In que e ctra s globubinas,

Pa disereta dismimuetd s de fas :111)\'11:1%:1:15 obtentdos por
uno de Jos métodos enlos ahenees, se debe probablemente
a las perturbaciones metaholivas secundarias v oa la altera
cion del metabohsmo de In wlueosa, siendo esta diferencia no
muy marcada debido a que dichos enfermos se encuentran
en el Hospital en tratamiento.

Otro dato digno de apreciacion es la diferencia en el
total de proteinas obtenidas en las diterentes especies de ani-
males, va que os nowble una menor cantidad de dichas pro
teinas en los conejos, no asi en los gatos v ratas que se en-
cuentran refativamente en o mistma proporeion que en el
sttero humano.

Tomando en cuenta los valores obtenidos en las ratas,
vemos que al traducirlos en valores relativos en porcentaje,
tienen una gran similitnd con Jos encontrados por Gyessing
Co v Chantetonn A T6Y. Fo cambin, 1oz valores de las frac-
clones proteinicas en % de lox concjos v gatos distan de pa-

-8 -



vecerse a los publicados por Deutsche

v Moore, respectiva-
mente.

Fstos cambios observados entre uno v otro método son
dehidos a que es unpmxh!c obtener un mismo p"ltr(m clectro-

forético de no erestuarse la separacion en las mismas con-
diciones.

Por alumn, es preciso hacer constar que en todas las
determinaciones efectuadas, se tuvieron las debidas precau-
ciones en Ias operaciones v manipulaciones asi como un con-
trol cuidadoso de los reartivos utihizados.  Las soluciones
de Na:SO¢ para la precipitacion de proteinas se conservaron
en ¢ horno conviantemente a una temperatura de 37°C,, pa-
ra evitar su cristalizacion, y se tuvo un control debido sobre
la solucion reguladora, asi como del tiempo v tension eléc-
trica utilizada durante la separacion electrofética
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CAPITULO VI *

RESUMEN

Se hace una breve resceha de los datos histdricos nis
importantes acerca de la evolucion de los métodos electro-
foréticos v sus aplicaciones.

Se empled ta téenica modificada de Durrum (2) para
la separacion electroforctica de seroproteinas en papel. El
tefiddo v ochicidn de fas tiras se efecttia de acuerdo con el
procedimivnto de Kunkel v Tiselius (100,

La valoracion de proteinas totales se lleva a cabo por
el métndo de Weichaotbaun (200 v el fraccionamiento qui-
mico del suero por el de Kichrick A0 Co v Blonstein (9).
Fste ultimo mcétoda se usa como base comparativa del mé-
tado electradorético,

Se exponen los resultados obtenidos en personas
normales, 28 personas con cirrosis hepatica y personas
diabéticas. Asimismo se dan a conocer las datos obtenidos
en la separacion clectroforética de 10 sueros de gato, 6 sue-
ros de conejo v -4 sueros de rata

25
25

Se hace la comparacion estadistica de los diferentes
resultados entre si, haciendo caso omiso de los obtenidos
en los animales.

Considerando los resultados obtenidos podemos demos-
trar que la cantidad de proteinas en valores absolutos, de



los cirrdticos, mostrd diferencias con los valores encontra-
dos en sanos, de I sipuiente forma: disminucion de las
albiminas, aumento total«die globnlinas v de la fraccion
gamma; en cambio, la cantidad de proteinas totales se con-
servo dentro de los limites normales e igualmente las glo-
bulinas alfa y beta

los diabéticos presentaron una disminucion de fas al-
hinminas por ol corte fracaionado del mctodo electroforético,
no siendo notable esta difevencia on las otras determina-
Clenes

+ hace una comparacion de los ;nomc(hm aritmeti-
cog Hddu- wos a0 Yo de voncjos, ratis vogatos, con los par-
mnml(‘\' chcontrados por olros autores cncontrando un
gran parccido en Jos sueros de rata, no asioen kOI\LJ()s y
ratas donde se encuentran alyunas diferencias,

Il trabajo presentado agai sobre diferentes especies
de animales esta basado en un ntimero relaavamente  pe-
queno de cellos. Sin embarpgo, es suficiente para establecer
aproximadamente un patron clectroforético caracteristico de
dichas especres v paza asezurar que existen variaciones en
I distribucion de las proteinas de la sangre para cada espe-
cie de animal.

Se hace un comentario del método clectrofordético, lle-
gando a la conclusion de que ademas de ser sumamente {acil
y breve, es hastante preciso, pudiendo utilizarse en determi-
naciones de rutina.

—12
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