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La metodologia utilizada en la deteccion de deficientes de :lfa-i antitripsina ha sido uno
de los puntos més discutidos, pues existen técnicas cuartitativas con desventajas de
reproducibilidad y diagnéstico efective. Las téenicas cualitat vas més usadas son la elec-
troforesis dcida en gel de almidén vy la focalizacién izoeléctriza en geles de poliacrilamida,
En este trabajo realizamos un estudio comparativo sobre la eficiencia, reproducibilidad v
costo de ambas técnicas. Proponemos el uso de la focalizacicn isoeléctrica como tdcnica
que cumple los requisitos para estudios sistemdticos en el laboratorio,

INTRODLCCION

La deteccion de deficientes de alfa-1-antitripsin: ha sido realizada en el
mundo mediante diferentes técnicas cualitativas y suantitativas; algunas de
eéstas presentan desventajas en su confiabilidad diz gndstica y su reproduci-
bilidad, por ejemplo, las de este tipo que usan ant sueros comerciales mo-
noespecificos, los cuales presentan contaminaciones con artefactos y fallan
en la deteccion de fenotipos deficientes como el MP’, MS, FZ y MZ, debido a
que esta proteina presenta ser de fase reactante ag i1da, lo que determina un
incremento de concentracion en el suero ante la ingestion de diferentes
farmacos, como vacuna tifoidea, anticonceptivos rales o en estados de
inflamacién.!

Las técnicas cualitativas més usadas en la deteccién de deficientes de
esta proteina son la electroforesis acida en gel de almidén y en la dltima
década la focalizacion isoeléctrica en geles de paliacrilamida.?’
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En nuestro trabajo nos proponemos hacer un estudio campars}tiuo res-
pecto a la eficiencia, reproducibilidad y costo de ambas técnicas, con
vista a la definicién de una técnica sencilla, rdpida y econémica para la
deteccién de deficientes de esta proteina, que se emplee como técnica
sistematica en el laboratorio.

MATERIALES ¥ METODOS

Se analizaron 1 882 y 217 muestras de donantes voluntarios del banco c!e
sangre provincial de Ciucad de La Habana, por la técnica de e'lactmfm_'esn_s
acida en gel de almidén y por focalizacién isoeléctrica en geles de poliacri-
lamida.

La electroforesis acida en gel de almidén utiliza un gel dt_a almidén
hidrolizado al 14%. Las soluciones amortiguadoras y la solucién usada
como madre del gel se presentan en el cuadro .

CUADRO |

COMPOSICION DE .0S AMORTIGUADORES DE LA ELECTROFORESIS
ACIDA EN GEL DE ALMIDON

Amortiguadores cétodo Amortiguadores anodo Amortiguadores Stock gel
Acido bérico 925 g Acido cltrico 16,7 g Acido citrico 25 4q
NaDH 300 g PO,HNa, 125 g Tris 23 g
1 litro H,O 1 litro H,O i litro M0

pH 8 pH 4,5 pH 438

La electroforesis duré 6 horas a voltaje constante de 200 volts por cen-
timetro; la corrida fue :erminada cuando la linea borato migré 9 cm por
encima de la linea de insercién de las muestras.

En cada corrida se anilizaron 10 muestras de suero obtenidas de sangre
total sin anticoagulante, centrifugada a 3200 rpm durante 1 minuto; el
suero se almacend a — 20 grados centigrados hasta su anidlisis.

Al finalizar la corrida el gel fue cortado longitudinalmente con un hilo
quirtirgico y la parte infzrior fue embebida en la solucion colorante forma-
da por negro amido 2B £l 1% en solucién de 4cido acético al 10%. La deco-

loracién se realizé en solucidn de metanol: agua: acido acético en pro-
porciones 5:5:1.2

La focalizacién isoelectrica en poliacrilamida se realizé segin las téc-

nicas descritas por Arraud, 1975° con modificaciones de Menéndez, 1980
(comunicacién personal).
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El gel se preparé con las siguientes soluciones:

Acrilamida 29 1% ... iinain ciienaaas 21 ml
Bisacrilamida 09% .........c¢civiiiinnnnnn 2,1 ml
SHCTOSAE 225 o mn s i e e e e 49 mi
AnTONTOS PH 26 oo svsmaisieveenaaiaie vas s 05 mli
Tetraetilendiamina . ... iiniiineens 0,02 ml
Amonio persulfato 1% ................ ..... 0,35 ml

Los 10 mililitros de gel fueron vertidos en una cubeta de gelificacion
formada por una placa de cristal de 260 > 120 > 10 mm, cubierta por un
papel celofan humedecido con un molde en U de 260 > 120 X 0,5 mm vy
sobre éstas una placa de plastico de 260 > 120 X 3 mm, todas unidas por
presillas de acero. El gel se dejé gelificar durante 10 minutos a tempera-
tura ambiente y 10 minutos a 4 grados centigrados

Después de gelificado se eliminaron la placa de plastico y el molde en
U y el gel se sometié a una precorrida durante 30 minutos a corriente
constante de 30 miliamperes como maximo; después se colocéd una tira
de goma de silicona horadada; en cada hueco se colocaron 3 micro-
litros de suero; se analizaron 52 muestras en cadz corrida.

La electroforesis duré 3 horas, a voltaje constante de 100 volts en la
placa durante la primera hora y después de 250 volts las dos horas res-
tantes.

Al finalizar la corrida el gel fue fijado en soluci¢n de acido Tricloroacé-
tico al 10% durante toda la noche; después fue erabebido en solucién de
acido acético glacial al 10% durante 30 minutos y coloreado en solucion
de Coomasie azul brillante R-250 al 0,3% en solucion de etanol: agua:
dcido acético en proporciones de 1: 1: D, 48; la decoloracién se llevé a
cabo en solucion de etanol: agua: acido acético en proporciones de 6: 3:
1 durante 2 horas.

El diagndstico de las bandas se realizé mediante los proteinogramas
esquematicos que se muestran en las figuras 1y 2

Los resultados obtenidos en los estudios por ambas técnicas se mues-
tran en las figuras 3 y 4.

Las pruebas estadisticas para la comparacién de los resultados fueron
la prueba de chi cuadrado y la prueba de homogen:idad mediante el esta-
digrafo chi cuadrado.

RESULTADOS

De las 1 082 muestras estudiadas por electroforesis 4cida en gel de almi-
don (EAGA), se obtuvieron 1 001 sujetos con fenotioo MM; 25 sujetos con

RGP,
JLIO-AGOSTO, 1883 369



FE FS5 GM IS MM MS MV Mx sz 27

£ FM R 1% S V4 MP 55 MW MZ  x2 "
e .
e T e e e

_:__— = LT — e wme w—]
— - - — T e
Figura 1

Proteinograra esquemdtico de las bandas de alfa-1-antitripsina
mediante la técnica de electroforesis doida en gel de almiddn,
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Figura 2

Proteinog -ama esquemitico de las bsndas de alfa-1-
antitripsit a obtenidas por focalizacion isoeléctrica.

fenotipo MS; 35 sujetas MZ: 11 sujetos SS: 6 sujetos ZZ y 4 variantes
raras: 1 MX; 2 FM y 1 FZ.

Las frecuencias ferotipicas obtenidas de este anédlisis fueron:
2.31% para el fenotipe: MS: 3,23% para el MZ; 1.01% para el SS; 0,55%
para el ZZ: 0,18% para: el FM y 0,09% para el FZ y MX respectivamente
{Cuadro 11].

De las 247 muestras estudiadas por focalizacion isoeléctrica se obtu-
vieron los siguientes 1esultacos: 235 sujetos con fenotipo MM 6 sujetos
MZ: 5 sujetos MS v 1 sujeto 22, No se obtuvieron variantes raras.

Las frecuencias fenutipicas obtenidas de los valores anteriores fueron:
95,14% para el fenotipo MM: 2,02% para el MS; 2,42% para el MZ y

0,40% para el ZZ (Cusdro I11].
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Figura 3
Resultados obtenidos por electroforesis dcida e1 gel de almidén. De
lzquierda a derecha se muestra protefnograma ce fenotipos MM, MZ,

MZ, ZZ, y M5,

Figura 4

Resultados obtenidos en la focalizacidn isceléetrice. De jzquierda a de-
recha se muestran fenotipos MM, ZZ, MM, MZ, (1M, MM, MM, MM,
MZ, MM, MM, MM, MM, MM v MS.
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CUADRO I

FRECUENCIA FENOTIPICAS OBTENIDAS POR ELECTROFORESIS ACIDA
EM GEL DE ALMIDOMN

Fenaotipo Numnero de individuos Frecuencia fenotipica (%)
MM 1 001 82.51
MS 25 2.3
MZ 35 3.23
58 11 1.01
2z & 0,55
FZ 1 0.09
MX 1 0,09
FM 2 0.18
Total 1082 59,97

CUADRO 1

FRECUENCIAS FENOT PICAS OBTEMIDAS POR FOCALIZACION ISOELECTRICA

Fenotipo Nimero de individuos Frecuencia fenotipica (%)
MM 235 95,14
Ms 5 2.02
MZ B 242
2z 1 0,40
Total 247 99,98

E! célculo de chi cuadrado para comparar las frecuencias fenotipicas
observadas y esperadas de la muestra analizada por EAGA, dio resultados
significativos para todos los fenotipos (cuadro IV).

El célculo de chi cuadrado para comparar las frecuencias fenotipicas ob-
servadas y esperadas e la muestra analizada por focalizacién isoeléctrica
dio resultados significativos debido solamente al fenotipo ZZ aparecido
(cuadro V).

La prueba de homoceneidad mediante el estadigrafo chi cuadrade con
vista a comparar los -esultados obtenidos en cada estudio y definir la
composicién homogénea de las muestras, no dio resultados significativos
(cuadro VI).
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CUADRO IV

CALCULD DE CHI-CUADRADO PARA LAS FRECUENTZIAS FENOTIPICAS OBTENIDAS POR
ELECTROFORESIS ACIDA EN GEL DE 2LMIDON

—

MNanero MNamero
Frecuencia de individuos de individuos
Genes génica Fenotipo observsados esperado
M 0,9521 MM 1M 977
£ 0,0220 MZ 15 45
S 0.0210 MS 25 43"
F 0,0014 55 11 0.47%*
X 0,0004 ZZ 6 051**
** Altamente significativo X2 = 5991
Significativo P = 0,05
A% = 306,330** 2 GL
CUADRO V

CALCULO DE CHI-CUADRADO PARA LAS FRECUENCIAS FEMOTIPICAS OBTENIDAS POR
FOCALIZACION ISOELECTRICA

MNdnero Mamero
de individuos de individuos
Genes Frecuencia génica Fenotipo obsarvados esperados
M 0,973 MM 335 233
b 0,010 MS 5 4
Z 0,016 ME G T
ZZ 1 0,02
** Altamente significativo o= 5991 X, = 0,3966
* Significativo X? = 18,5875""*
P = 005 (Sin
2 GL tener en
cuenta

el fenotipo ZZ)
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CUADRO Vi

TEST DE HOMOGENEIDAGC A TRAVES DE ESTADIGRAFO CHI-CUADRADO PARA

COMPARAR LAS FRECUENCIAS FENOTIPICAS OBTENIDAS EN LA MUESTRA DE

CIUDAD HABAMA POR ELECTROFORESIS ACIDA EN GEL DE ALMIDON Y POR
FICALIZACION ISOELECTRICA

Poblaciéy No. 1 Poblacion No. 2

Fenotipo Observado Esperado Observado  Esperado Total
M 1001 1006.28 235 229,71 1236
MS 25 2442 5 5,37 3o
MZ 35 33.37 5 7.62 41
27 6 569 1 1,30 7
55 11 BSS 0 204 1
Fi 2 1,62 1] 037 2
FZ 1 081 1] 0,18 1
MX 1 0.E1 Q 0,18 1
Total 1082 247 1329

X2 = 45502 AT = 1407

P = 005

7T gl

DISCUSION

El valor no significativo de la prueba de homogeneidad realizada para
comparar las frecuencias fenotipicas observadas y esperadas obtenidas
por ambas técnicas, nos confirma la existencia de homogeneidad entre
ambas muestras, lo cua indics que las diferencias que existen en los
valores obtenidos en caca una de ellas se deben al test bioldgico usado
en el analisis de las misinas y no en la composicion de éstas en si.

Los resultados significativos obtenidos en el chi cuadrado aplicado a
las muestras estudiadas por EAGA con respecto a todos los fenotipos,
se debe a que esta técnica basa su diagndstico principalmente en la inten-
sidad de las bandas después ce reveladas. Las heterogeneidad de esta
proteina en electroforesis define la aparicion de ocho bandas diferentes
en posicién, pero la EACA sélo permite la observacion adecuada de tres
de ellas, enmascarando en el proteinograma las restantes; esto trae consi-
go errores diagnésticos, por otro lado la intensidad de las bandas principa-
les para la definicion de los fenotipos deficientes es un factor muy subjetivo,
puesto que en nuestro itrabajo tres observadores diferentes participaron
en el diagnéstico de los ‘enotipos y en todos los casos de fenotipos defi-
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cientes se diagnosticaron un menor nimero de éstos que los que se
esperaban. Esto demuestra una desventaja en esta “écnica.

El desarrollo tecnoldgico de la EAGA resulta t-abajoso y poco repro-
ducible, ademés la calidad del almidén hidrelizado itilizado en las electro-
foresis es un factor de gran importancia, pero la calidad varia segin el
almidon de papas usado como base; el tiempo de hidrélisis y el enveje-
cimiento del mismo son factores dificiles de estandarizar a gran escala.
Ademds, entre las explicaciones ofrecidas, la separaciéon de las bandas
de esta proteina en gel de almidon, esta la dada por el hecho de que se
postula tedricamente que la proteina hace un com Jlejo con el ion borato
que permite la separacion, asi a las desventajas arteriores se une la cali-
dad del reactivo dcido bdrico usado en el desarrolls de la técnica.

Esta técnica analiza solamente 10 muestras por corrida, lo que implica
un costo aproximado de méas de 50 centavos délar [ or muestra.

En el célculo de chi cuadrado realizado a la muestra analizada por
focalizacion isoeléctrica, vemos que dio resultados significativos imputa-
bles solamente a la aparicion inesperada de un stjeto ZZ en la muestra
estudiada; al realizarse el calculo obviando a este sujeto el chi cuadrado
pierde su significacion, quedando dentro de la probabilidad los valores
obtenidos. Este hallazgo resulté ser un hecho puramente casual, por lo
que podemos concluir que la focalizacién isoeléctrica presenta una alta
eficiencia en la deteccion de deficientes de esta proteina.

La focalizacion isoeléctrica es una técnica que e ha extendido mucho
en la dltima década en el laboratorio quimico detido a su facil manejo,
alta reproducibilidad y eficiencia, por lo que es el diagndstico de los
fenotipos realizados por la posicion de las bandas, lo cual facilita el diag-
nostico adecuado (figura 1).

El costo de la focalizacién isoeléctrica resulta, en las técnicas usadas
hasta el momento, algo elevado por el usc de los anfélitos, sustancias
capaces de separar esta proteina; son caras pero on las modificaciones
descritas por nosotros se disminuye la cantidad ce anfélitos vy con ello
el costo de la técnica se rebaja a 1 centavo délar por muestra analizada,

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en la comparacion ce las técnicas cualita-
tivas analizadas, podemos concluir que la focalizacion isoeléctrica cumple
todos los requisitos de reproducibilidad, bajo costc y eficiencia, para ser
considerada como técnica sistemética en el laboritorio en la deteccién
masiva de deficientes de alfa-l-antitripsina.
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SUMMARY

Barrios Garcia, B.; H. Grania lbarra. Comparative study of isoelectrofocusing and acid
starch gel electrophoresis ior detection of alphal-antitrypsin deficiencies. Rev Cub Ped
Ped 55: 4, 1983,

Methodology used for detestion of alphal-antitrypsin deficiencies has been one of the
most discussed points, since there are quantitative techniques with disadvantages for
reproductiveness and effect ve diagrosis. Acid starch gel electrophoresis and isoelectro-
focusing in polyacrylamide jels are the qualitative techniques most used. In this paper
a compartive study on efficiency, reproductiveness, and expense of both techniques, Is
carried out. We propose th: employment of isoelectrofocusing as a technigue fulfilling
the requirements for systenyic studies at laboratory.

RESUME

Barrios Garcia, B.. H. Grandz Ibarra. Ftude comparative des technigues de focalisation is0é-
lectriqgue et d'électrophorés: acide sur gel d'amidon pour le dépistage de déficients en
alpha-1-antitrypsine. Rev Cu)y Ped 55: 4, 1983,

La méthodologie utilisée dans le dépistage de déficients en alpha-t-antitrypsine a été l'un
des points les plus discutés, car il existe des techniques quantitatives avec des inconveé-
nients de reproductibilité :t diagnostic efficace. Les technigues qualitatives les plus
utilisées sont I'électrophorése acide sur gel d'amidon et la focalisation isoélectrique sur
des gels de polyacrylamides. Dans ce travail les auteurs font une étude comparative a
propos de l'efficacité, la reproductibilité et le coOt des deux techniques. Hs proposent
'emploi de la focalisation soélectrique comme technigue qui remplit les conditions né-
cessaires pour des études : ystématiques dans le laboratoire,
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