La inmunoelectroforesis

CAPITULO 11

La aplicacidn de la inmunoelectroforesis en la medicina

La inmunorlectroforesiz por su gran
capacidad de diferenciacion, pertenece
va a los métodos fundamentales del es
tudio de las proteinas, y dentro de éstas
domide mayores resultados de interés ha
presentado s en el conocimicnto de las
proteinas plasmaticas.

A medida que los estudios médicos
han profundizado en ¢l caracter hioqui-
mico de las enfermedades v por consi-
suiente han necesitado  utilizar  estas
téenicas fundamentales, para ayudar en
el diagnéstico v en el prondstico. se
hacen mas necesarios v atiles la apli-
cacion de estos métodos. De esta dan
cabal pauta las numerosas publicaciones
llevadas a cabo en los dltimos afios, A
continuacién pasaremos revista a una
serie de posibilidades en las cuales es
muy titil el uso de la inmunoelectrofo-
resis para ¢l correcto conocimiento de
las mismas:

at Aleracidn de las inmunoglobulinas.

Iy Descubrimiento de grupos genéticos.

1 Caracterizacion de las proteinas en
diferentes liguidos hiolégicos.

i Estudios de la relaciéon entre las pro-
trinas séricas v tisulares,

A+ Alteracion de las inmunoglobulinas,
Las  inmunoglobulinas forman un
urupo e las proteinas plasmaticas
yue son portadoras de antienerpos.
Estas proteinas ze desarrollan du-
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rante el transcurso Jde la vida, ¥
por lo tanta tiene mucha importan-
cia en la formacién de las mismas
el medio ambiente ¢a que crece ¢l
individuo, v laz agresiones que re-
cibe de este medio: eontra los cuales
el organismo responde  formando
sustancias espeeificas para cada uno
de los elementos extranos que lo
invaden o atacan ¥ o(ue en ese Caso
actilan como antigenos creadores de
anticuerpos. Para el estudio de las
inmunoglobulinas, el método de pre-
ferencia en estos momentos es la in-
munoelectroforesis. Entre las altera-
ciones de las inmunoglobulinas te-
nemos las signientes:

1) Las para-proteinemias: a) obli-
1 P
gatoria, h) facultativaz v ) idio-
piticas.

111 Las dis Gamma-globulinemias.

1 Asammaglobulinemias.

A continuacion desarrollaremos hre-
vemente ¢l estudio de cada una de
eslas alteraciones.

Iy Las para-proteinemias. Son esta-
dos  patologicos en los cuales
existen en el suero sanguineo.
proteinas cualitativamente  alte-
radas denominadas para-protei-
nas. La inmunocelectroforesis en
estos casos ¢s un método de
primerisima necesidad pues solo
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por este método se pueden re-
conocer las diferentes paraprotei-
nemias. En cstos casos las ima-
genes inmunoclectroforéticas for-

a)

Los cuadroz [undamentales gue
se presentan aparecen en la fi-
gura 1. Asi en la figura A, vemos
el arce atipico de la linea Gam-
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Figura No. |. Esguemas de algunosz cuadros tipicos de paraprofeinemias:

adeel: Paraproteinemins del tipo

ey

fg:

w B 24
R

El esquema normal contiene los lineas:
A I.“; (siderafilinag) B !A. B 2M ¥ ¥ globuling

man lineas atipicas (arcos for-
mados anormalmente] que estan
siempre en relacién con las lineas
normales de la inmunoglohulina.
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ma en forma de un arco muy
convexo y amplio que muestra
un exceso de antigeno muy gran-
de pues el precipitado se disuel-
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ve en dicho antigeno en exceso,
por lo tanto presenta una parte
precipitada en los extremos vy
otra difusa en el eentro,

En la figura B. vemos: el arco
atipico que se forma en cual-
quicr parte a lo largo de la linea
Gamma normal en tal forma que
s¢ fusiona con ella.

En la figura C. este arco sc forma
sobre la linea Gamma normal a
todo lo largo de su trayecto.

En la figura D). se muestra un
desdoblamiento de la linea Gam-
ma en la ecual la linea de las
paraproteinas va parvalela a la
normal formando en la parte de
mayor concentraciéon de antigeno
un arco COnNvexo.

En la figura E, vemos alteracio-
nes en la linea de la BetasA-
zlobulina que es atipicamente
convexa v Imas visible que la
normal.

La figura F nos ensena el au-
mento de la Beta:Macroglobulina
en forma de una linea atipica y
con la presencia de una precipi-
tacion ¢n el agar, lo cual se hace
cspontaneamente debido al ca-
ricter de macromolécula del an-
tigend.

La figura G. presenta también
en la zona de la Beta: Macroglo-
bulina, una doble onda y también
precipitacion de la Macroglobu-
lina en el agar. De acuerdo con
Bachman y Laurell,' con la ayu-
da de la inmunoelectroforesis v
el uso de diferentes tipos de
antisucros especificos, es  decir
antisuerc-anti-gamma., anti-Be-
ta.Macroglobulina vy anti-Beta.A-
globulina se pueden clasificar las
paraproteinemias en cuatro tipos,

1)

111}

V)

Las paraproteinemias de tipo
Gamma.
Las paraproteinemias de tipo
Beta. Al

Las paraproteinemias de tipo
Beta.A.

Las paraproteinemias de  tipo
Beta Macroglobulina.

Las paraprotcinemias del tipo
Gammamicroglobulina o del tipo
Benee-Jones,

La diagnosis de cada uno de estos
casos pucde hacerse eventual-
mente con un sucro polivalente,
pero esto es muy dificil pues las
paraproteinas poscen ademis de
sus grupos determinantes atipicos
otros  grupos determinantes co-
munes a la  inmunoglobulina
normal, v por lo tlanto para
poeder determinar correctamente
cada uno de los tipos antes ci-
tados de paraproteinemias debe-
mos seguir el siguiente esquema.

Andlisis inmunoelectroforético.
Cada suero después de la inmu-
noelectroforesis se precipita por
cuatro tipos de antisueros espe-
cificos  (anti-Gamma-globulina.
anti-Beta.A-globulina, anti-Beta.
Macroglobulina y mezcla de estos
antisueros) y ademds por un an-
tisuero antihumano mnormal del
caballo. (Mieloma componeénte o
paraproteinal .

Prueba de la depolimerizacion
del M-Com ponente. Una solucién
de Cisteina 0.2 M. disuelta en
una solucién 0.2 M. de E.D.T.A.
neutralizado por hidréxido de
spdie) s¢ mezela con el 2uero en
proporeion de 1:1 v =e deja en
vacio en refrigeracion durante
toda la noche. Se hace luego dos
andlisiz inmunoelectroforéticos
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une zin depolimerizacion y otro
con ¢l compuesto depolimeriza-
do, precipitande ambos con ¢l
antisuero anti-Beta.M-globulina
y con el antisuero antihumano
normal.

Resultados con antisuero anti-
Gamma-globulina.

Se forma una precipitacién ati-
pica de la linca Gamma.

El M.Componente precipita ya
en el agar gel cerca del punto
de partida. Pueden darse dos
casos 1) la apariencia de la linea
no se cambia cuando se repite
la inmunoelectroforesiz en el
suero que tratado con Cisteina,
El M-Componente migra en elec-
troforesis en almiddén gel o con-
tiene en su molécula menos del
29% de hexosas,

El M-Componente migra después
de actnar el sucro con la Cisteina
v da una linea mds o menos ti-
pica de la Beta.M-globulina,

No se produce ninguna precipi-
tacién quimiea con este anti-
suero,

Resultados con antisucre BetazA-
globulina.

Se forma un arco atipico de la
Beta.A-globulina en la posicidn
del M-Componente.,

No se forma el arco atipico.

Los resultados por antisuere An-
ti-B.M-zlobulina.

Se forma un arco atipico de la
Beta M-globulina.

El M-Componente queda cerca
del punto de partida y forma una
precipitacién libre con el anti-
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C)

IV)

A)

B-1)

B-2)

Vi

suero. Contiene mas del 3% de
hexosas. Se forma un arco atipico
después de tratar ¢l suero con
Cisteina y usando antisuerp Anti-
Beta:M-globulina o antisuero po-
livalente.

No se forma un arco atipico.

No se produce un precipitado
espontineo alrededor del punto
de partida, ni tampoco se pro-
duce una linca de precipitacién
con ninguno de los tres antisue-
ros anteriores pero se forma una
linea Gamma atipica al usar el
suero polivalente o una mezcla
de los tres antisueros anteriores.

Se¢ forma una desviacion de la
linca Gamma normal sin desdo.
Llamiente. ¢ la linea Gamma
normal se desdobla en la posi-
cion del M-Componente.

El M-Componente forma un arco
grueso cuya posicién indica la
proporcidn en que se encucntran
entre si el antigeno y el anti-
cuerpo (¢l M-Componente se en-
cuentra en la orina en una pro-
porcion menor que la albdmina.

El M-Componente forma una li-
nea fina con gran difusibilidad
cuya posicion indica que esta di-
fusihilidad ez la tipica de protei.
nas que posec un PM. menor

de 150,000,

La clectroforesis en papel de las
proteinas de la orina indica que
¢l cociente (albiimina/M-Compo-
nente) es menor que en el suero.
A continuacion ofrecemos un
diagrama segin Bachmann ¥
Laurell,! mediante el enal se pue-
den determinar las diferéntes
paraproteinemias.
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Limites de variacién caracterizande cada
Tipos de eximenes relatados grupo inmunoldgicn
o0 lexts
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DMSCAMMAGLOBULINEMIAS, (Sindroames
Disociados) ©

Inmunoelectroforéticamente, es posi-
ble distinguir las siguientes variantes:

a) Ausencia de fraccion Beta 24 y Be.
ta 2M con normel Gamma-globuli-
nemi.

Giedion, Scheidegger.” En ¢l cuadro
clinico podemos encontrar repetidas in-
fecciones bacterianas. La tasa de Gam-
ma-globulina es normal pero la inmuno-
electroforesis pone en evidencia la falta
de fracciones Beta 2A y Beta 2M. Las
isoaglutininas estan disminuidas y tam-
poco se producen anticuerpos después
del estimulo antigénico.

hi Déficit aislade de Beta 24 con Be-
tan 2M vy Gamma normales.

Casos de cste tipo han sido scialados
Hong,” Roth® y West,!' Clinicamente no
son acompanadas sistematicamente de
un cuadro de defecto de anticuerpos
hien definidos.
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¢} Anmento de fracciones Beta 2M con
disminucion de fracciones Gamma y
Beta 24.

Se trata de una situacién en la que
estan disminuidas las globulinas 75
{Gamma vy Beta 2A) y aumentadas las
195 (Beta 2M), (Gitlin y Cols.)* Tam-
poco en esta variante es la infeccién lo
caracteristico o, por lo menos la con-
eeptibilidad del nifio a infecciones bac-
terianas serias fue mucho menos gque en
otras agammaglobulinemias.

AcadmaacLopuLiNemIas, | Hipogamma.
globulinemias)

Este término introducide a la medi-
cina por Bruton® no es rigurosamente
exacto, porgque en ningin easo existe
ausencia absoluta de gamma-globulina.
En la actualidad podemos distinguir di-
ferentes variantes de este sindrome gque
muéestra, generalmente, una incapacidad
para producir anticuerpos circulantes,
con una historia de infecciones a repe-
ticién que exhiben estos enfermos. En
¢l cuadro inmunoelectroforético se en-

-|JRL;HIE' 3%.- 1965



cuentra déficit de todas las fracciones
inmunoglobulinicas.

1. AGAMMAGLOBULINEAIAS
CONGENITA.'

Caracteristicaz importantes de la en-
fermedad son su caracter hereditario v
ser practicamente exclusividad del sexo
masculine. Se trata de trastornos gené.
ticos [Alteracion en la sintesis molecu-
lar) que senala desde el punto de vista
clinico una hipoplasia del tejido lin-
foide con una historia de repetidas in-
[eceiones bacterianas. Desde el punto
de vista hioguimico, ¢l rasgo mis sohre-
saliente definitorio, consiste en la dis-
minucién marcada de las tres fraceiones
fundamentales del sistema Gamma. La
cantidad de la Gamma-globulina total
varia alrededor de 25 mg. por 100 ml.
del suero. En ¢l cuadro inmunoelectro-
forético falta la fraccidn Beta 2A vy
Beta 2M; la linea Gamma estd muy dis-
minuida. Good® refiere encontrar tres
lineas de precipitacién que no aparecen
en normales: la Gamma,A. la Beta 2E

y la Beta 2K,

2, AGAMMAGLOBULINEMIA ADQUIRIDAY "

La forma adquirida de la agammaglo.
hulinemia (hipogammaglobulinemia)
afecta equitativamente a los dos sexos.
También la cantidad de la gammaglo-
bulina es mayor que en las formas con.
génitas: entre 50 y 150 mgl9:. Por
inmunoelectroforesis, es posible demos-
trar en estos casos fracciones Beta 2A ¥
Beta 2M (disminuidas).

3. HiPOoGAMMAGLOBULINEMIA
TRANSITORIAY

En los ninos de 3 a 6 meses podemos
encontrar una hipogammaglobulinemia
fisiolégica debido a la incapacidad a
producir una cantidad suficiente de in-
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munoglobulinas. El recién nacide no
puede elaborar los anticuerpos, pero
tiene la gammaglobulina que pasé por
la placenta desde la circulacion de la
madre. No posee las fracciones Beta 2-A
v Beta 2M (Fig. No. 2). Durante el
primer mes después del nacimiento ¢l
nivel de la gammaglobulina se dismi-
nuye rapidamente por catabolismo ¥
por el aumento del volomen sanguineo.
Al fin del primer mes empieza el nifio
a produocir sus anticuerpos, pero no €n
cantidad suficiente. La gammaglobuli-
nemia sigue baja, pero no tan rdpida-
mente. En el tercer mes alcanza su
minimo (un promedio de 500 mlg.5: ).
Desde este tiempo normalmente, el ni-
vel de la gammaglobulina comienza a
subir porque la produccién de los anti-
cuerpos propios en el lactante tiene pre-
valencia sobre el catabolismo v porque
la dilucién de la gammaglobulina pro.
pia estd atrasada, la disminueion de
gammaglobulinemia continia y alcanza
a los valores patolégicos (sobre 200 6
100 mlg.% 1. Este estado se llama de
hipogammaglobulinemia transitoria. En
la inmunoeclectroforesis podemos encon-
trar disminucién de la linea gamma,
déficit de Beta 2A y de Beta 2B (al-
gunas veces aumentada) .

4. HIPOGAMMAGLOBULINEMIA
SECUNDARIA

Som zintomiticas de un proceso basico
o de una condicién inductora. Por ejem-
ple el micloma o las paraproteinemias.
son frecuentemente acompanadas por
una hipogammaglobulinemia. Otro tipo
ez la hipogammaglobulinemia de origen
hipercatabélico que ha sido observada
en la colitis ulcerosa o en la gastritis
hipertréfica benigna. En el sindrome
nefrético podemos encontrar dos causas
de la hipogammaglobulinemia: el incre-
mento catabolico, la pérdida por la
orina. (Fig. No. 3).
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Figura 2. Comparacian de

Inmunoelectroforograma  de

suwere de recien nacide (4

superiores) vy de adultos
(2 inferiores}

Figura 3. Cusdre Ilamuno-
electroforético de suero hi-
pogammaglobulinemia en el
sindrome nefratico (2 cen-
trales), Compurade con sue-
ros superiores (2 superiores)
¥ con sueros de aumento de

v elobulina (2 inferiores).

DETERMINACION DE PROTEINAS PLASMATI cuales la cantidad de proteinas expul-
CAS EN HECES FECALES sadas por este medio crece considera-
hlemente,
Las heces fecales normales poseen
muy pequenas cantidades de proteinas En primer lugar de este tipo de pa-
piasmiticas que no pueden ser determi- ologia tenemos la emteropatia exuda-
nadas en un homogeneizado normal, sin tiva, término empleado por Gordon’
embargo existen enfermedades en las para definir las pérdidaz de las pro-
o AJHI.I.ulerPﬁ. 1965



teinas plasmaticas a través del tracto
sastrointestinal. Para su diagnosis se
utilizé la eliminacion de la poelivinil-
pirrolidina marcada con I, que es una
macromolécula, biolégicamente inerte,
que después de ser inveetada por via
endovenosa, se elimina en estos casos
patolégicos en un porcentaje que varia
de 3 al 209, (En casos normales esta
eliminacion varia de 0 a 15%). Este
tipo de diagnéstico. con elementos ra-
dioactivos neeesita un equipo especial
para la deteecién de la radicactividad
amén de log trastornos que representan
la inyeccién de un elemento de este tipo.

(Otra forma de diagnéstico mucho mas
sencilla v accesible a cualquier labora-
torio, consiste en aplicar la técnica
inmunoelectroforética. Recomendamos
para ello la téenica que a continuacidén
deseribimos,

A) Preparacién del exirecto de mate.
rias fecales.

Deben uwsarse heces fecales [rescas
para evitar la accion de las enzimas

proteoliticas, En caso de consistencia
liquida de las heces se pueden centri-
fugar directamente y utilizar ¢l liquide
sobrenadante. Si la consisteneia es muy
solida se mezclan 3 gr. de las heces con
2 ml. de bulfer barbitirico (pH-86)
en un beaker, se homogeniza con una
varilla de vidrio. Se centrifuga alrede-
dor de 10° a 3,000 R.P.M. v el liquide
sobrenadante se utiliza para la inmuno-
electroforesis. La lectura de la placa
electroforética nos permitira no sélo la
deteceién de las proteinas sing también
la fraccion de las mismas que son eli-
minadas por las heees. La figura No. 4
presenta un caso grave donde el ex-
tracto de heces contiene pricticamente
todas las fracciones del suero. Hay ve-
ces en que estas proteinas plasmaticas
s¢ puedes encontrar en lus materias fe-
cales debido a otras patologias v gastro-
enteritis celiaca, esprue, pancreatofibro-
%18, elc., en Otros casps cncontramos
sobre todo la fraceién albimina. y al-
gunas veees Alfa,. El paso a través del
epitelio intestinal de las fracciones glo-
hulinicas de alte PM. indica una alte-

-

Figure No. 4. Inmunoelectroforesis del extracto de heces (2 superiors de cusos de
enterapatin exudativa, comparada con lo del suero de los mismes pucientes (2 in-
ferior). Efectroforograme obtenide en el Hospital Infantil de Proge.

- . P,
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racion grave. La figura No. 5 presenta
un caso de diarrea eon gastroenleritis
aguda y la imagen inmunoelectroforé-
tica corrcspondiente.  Se  recomienda
aitadir a las heces un antiproteolitico
que detenga la aceidn enzimdtica pro-
teolitica de las hacterias,

r. C-componentes, La d inacio D
(. Cecom il La determinacion de
los tipos de haptoglobinas v G. c-com-
ponentes se utilizan cn antropologia ¥
para la determinacion de paternidad en
Med. legal. (Para la determinacion de
las haploglobinas se debe saturar en Hb
previa la determinacién inmunoelectro-

—
—
—

Figura No. 5. Inmunoelectroforograma  del extracto de heces
fecales de wn ease de gastroenteritis aguds, comparade con
un suero normal,

DETERMINACION DE GRUPDS CENETICOS
PLASMATICOS. Smithies™ v Cols

Descubrieron que algunas proteinaz
es deeir fracciones que combinan con la
hemoglobina se encuentran en ¢l suero
humang en 1 de 3 variantes distinguién-
dose unas de otras por su movilidad
electroforética. Estas fracciones que fue-
ron determinadas en un gran nmimero
de personas reciben el nombre de Hap-
toglobinas ¥ s2 trasmiten genéticamente.

Hirsehelfd® demostrd que existian
otras fracciones también gendticamente
trasmitidas a las que denominé las

360

forética v luego se colorea por bhenci-
dina. Estas haptoglobinas se pucden
determinar por medio de electroforesis
en almiddén pero su léenica es mds com-
plicada, Loz G. e-componentes sélo pue-
den ser determinados por medio de
inmuneelectroforesis, de acuerdo con su
movilidad electroforética).

CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS EN
DIFERENTES LiQUIDOS BIOLOGICOS.

Existen un gran nimero de posibili-
dades en la aplicacion de la inmuno-
electroforesis en medicina, bioguimica,

. C. _P.
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por ejemplse se puede determinar la
presencia de otras proteinas en sustan-
cias quimicamente puras v la Gamma-
glohulina de tipo comercial. También
s¢ puede seguir ¢l grado de purificacidén
de una fraceion molecular para fines
lerapeéuticos o cientificos, la determina-
cion de proteinas séricas en LUCR. en
orina normal, ete.

IV Relacion entre lus proleinas séricas
v tisulares,

Un campo de investigacion muy vasto
se abre frente a este tipo de trabajo.
La inmunizacion de los animales con
antigenos formados por homogeneizados
de tejidos vy la comparacién de los cua-
dros inmunoelectroforéticos, nos per
mitira adentrarnos cada dia mis en las
relaciones que existen entre las altera-
ciones proteicas del plasma y las alte.
raciones de los tejides, El estudio de la
bioguimica comparativa de las diversas
fracciones proteicas a lo large de la

escala zoolégica v la comparacion eon
las del suero antihumano.

RESUMEN

Se presentan las diferentes variedades
de la inmuncelectroforesis para su apli.
cacion en la Medicica con fines diag-
nosticos v para la investigacion, v se

incluye:

1. Una guia para distinguir las diferen-
tes paraproteinemias.

b

Una téenica para determinar los di-
ferentes tipos de disgammaglobuli.
nemias,

3. e da un método simple para el
diagniéstico de las enteropatias exu-
dativa.

+. Se senalan las posibilidades de uso
de la IE en la genétiea,

5. Se muestran otras aplicaciones para
el estudie de las proteinas tizulares
v plasmiticas.
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