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La aplicacién de los principios y técnicas fisicoquimicas en estos dlti-
mos aflos, ha permitido aumentar nuestros conocimientos sobre las
proteinas. El uso de la técnica electroforética se ha difundido ripida-
mente y ha despertado interés en todas las ramas de la ciencia, ya que
no s6lo se pueden determinar cualitativa y cuantitativamente las frac-
ciones proteicas de una mezcla comnpleja, sino que sz pueden aislar
dichas fracciones en forma pura.

La determinacién de proteinas en el suero y plasma sanzuineo por el
método electroforético de la ohservacidn de linderos ha adquirido gran
importancia en los laboratorios de investigacién y laboratorios clinicos.
Sin embargo, el empleo de esta téenica se ha visto limitado por el costo
elevado de los aparatos, el tamafio de la muestra y el tiempo que tona
la experimentacién. La elaboracidn de un micrométodo por Labhart y
Staub (1) y la fabricacién posterior de aparatos de precio mis reducido
han eliminado parcialmente esas limitaciones.

Los valores de proteinas séricas han sido determinados en Centro
América por métodos quimicos (2-5), no habiéndose tenido anterior-
mente la oportunidad de emplear la técnica electroforética. En el pre-
sente trabajo se presentan los resultados de investigaciones realizadas
con un nuevo aparato de microelectroforesis, de los niveles proteicos en
grupos de la poblacién de la ciudad de Guatemala, asf como en diversos
casos patolbgicos.

MATERIALES Y METODOS

(a) Aparato de microelectroforesis modelo LK-30 de la casa Kern &
Co., Araau, Suiza, con sus accesorios.

1 El material en que se basa este trabajo corresponde en parte a la tesis pre-
sentada por Carlota Escobar a la Junta Directiva de la Facultad de Ciencias Qui-
micas y Farmaeia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, como requisito
para completar sus estudios en quimica biolégica.

2 Becada por el Instituto de Nutricién de Centro América y Panamé para hacer
trabajos de investigaci6én, financiados parcialmente por la Nutrition Foundation,
Ine., de Nueva York.

3 Jefe de la Seccién de Estudios de Proteinas del INCAP y Profesor de Farma-
cologia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

4 Instituto Cooperativo de los Ministerios de Salud Pdblica de Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, Honduras, Panamd y la Oficina Sanitaria Panamericana,
con la cooperacién de la Fundacién W. K. Kellogg. Contribucién E-38 del Instituto
de Nutricién de Centro América y Panam4.
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(b) Material fotogrifico y ampliador.
(c¢) Pelicula Kodak Super XX.

(d) Tubo de dializar (celulosa).

(e) Solucién amortiguadora.

Solucién stock para el amortiguador de Michaelis

Acetato de sodio. ...... .. ... e e 1943 gm
Barbital s6dico (veronal s6dico). . . . ... . 29.43 «
Agua destilada c.s.p.. .. C e 1,000-00 cc
Amortiguador de Mlchaehs para detelmmamone% en suero
Solucién stock. . .. .. e e C e ... 200 ce
Solucién de cloruro de sodio al 8.5%.......... e 20 «
Acido elorhidrico IN....... ............ ceee 3 “
Agua destilada esp..... ... ... ... . .... 1,000 “

Este amortiguador tiene un pH de 8 5 y una potencia i6nica de 0.1 u.

Aparato de electroforesis.—El instrumento empleado en las determi-
naciones electroforéticas en nuestras investigaciones fué el aparato de
microelectroforesis LK-30 de la casa Kern & Co. Es un instrumento
compacto fabricado de acuerdo con las ideas de Labhart y Staub (1) y
con la modificacién del sistema interferométrico de Lotmar (6). Lleva
una celda pequefla colocada fuera de la unidad del aparato con dos
canales de observacién que permiten observar y fotografiar simultanea-
mente los linderos descendente y ascendente durante el desarrollo del
experimento.

De acuerdo con las indicaciones de Labhart y Staub (1) no posee
bafio de agua ni termdstato debido al pequefio tamafio de la celda, que
tiene 30 mm de alto, 1.5 mm de ancho y 5 mm de profundidad, ya que
los efectos de la viscosidad y tensién superficial son relativamente
grandes comparados con las diferencias de gravedad producidas por
calentamiento desigual. En estas condiciones la convececién térmica no
produce ningin trastorno en el proceso electroforético.

Para este tamafio de celda dnicamente se necesitan 0.5 cc de solucién
de suero, que contiene més o menos 0.1 de cc de suero. Se emplea la luz
monocromética producida por una pequefia ldmpara de sodio.

Técnica.—Los sueros se dializaron en amortiguador de Michaelis
durante 48 horas en el refrigerador. Las soluciones de sueros variaron
con la concentracidn de proteina total; para sueros normales se emplearon
diluciones de 1:4 y 1:5, y en casos patoldgicos, cuando las proteinas
totales eran bajas, se llegaron a emplear diluciones de 1:3. Los detalles
exactos de la téenica bésica fueron iguales a los de cualquier experimento
electroforético. El tiempo de electroforesis varié entre 35 y 50 minutos.
La Fig. No. 1 muestra una fotografia de la imagen interferométrica
obtenida. El método de preparar las curvas de las fotografias interfero-
métricas es sencillo; no requiere ningin caleulo complicado ni integra-
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cién de 4reas. La fotografia obtenida de la electroforesis se amplia unas
cinco veces por medio de un ampliador corriente sobre papel milime-
trado. Se utiliza para este objeto la fotografia del limbo descendente
(Fig. 1), poniendo la fraccidn de la albtimina al lado derecho. La foto-

Fie. 1.—Folografia de un suero normal. Dilucion al 1:§ con amortiguador de
Michaelis; pH, 8.65; corrienie, 3.5 miliamperios; 62 voltios; ttempo de electroforesis,
38 minutos.

grafia se proyecta sobre el eje de las abscisas y se marcan con puntos los
centros de las bandas claras. Los puntos se trasladan a las ordenadas
aumentando un mismo incremento entre cada uno. Una vez colocados
todos los puntos en el papel se unen por medio de una regla y se obtiene
asi una grifica con curvas separadas para cada fraccién (Fig. 2). Para

Fra. 2.—Grdfica de la separacion electroforética de las fracciones proteicas en
un suere normal.
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determinar las fracciones en la grifica se observan los puntos de inflexién
de las curvas y se marcan en estas inflexiones las separaciones entre
fraccidn y fraccién. Se trazan lineas paralelas a la abscisa pasidndolas por
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los puntos de inflexién y por los puntos extremos de la curva. Se coloca,
sobre la grafica una regla pequefia de 200 mm de longitud y graduada en
100 partes, haciendo coincidir el cero de la regla con una de las lineas
extremos y la marca 100 con la otra linea extremo (Fig. 2). Se leen las
cantidades equivalentes para cada fraccién, tomando nota de las lec-
turas de la regla, y substrayéndolas de las lecturas anteriores se obtienen

las cantidades correspondientes para cada una de las fracciones.

Muestras.—Se estudié un grupo de 23 hombres adultos sanos y un
grupo de 25 mujeres adultas sanas, miembros la mayor parte del personal
de los laboratorios del INCAP y estudiantes de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos, Guatemala. Se estudié
también un grupo de enfermos del Hospital General de Guatemala.

Las sangres se obtuvieron en ayunas por puncién venosa, pasandolas
inmediatamente al laboratorio para su estudio. Se tuvo mucho cuidado

en extraer la sangre con jeringas secas y agujas gruesas para evitar la
hemdlisis.

REesurrapos

¥l Cuadro No. 1 presenta los resultados obtenidos en el estudio de un
grupo de adultos normales de la ciudad de Guatemala, constituido por
23 hombres y 25 mujeres, entre las edades de 18 a 40 afios; aparecen,

Cuapro No. 1.—Porcentaje relativo de las proteinas y sus fracciones en
sueros normales

| No | Atbé- |
Pro- | 00 | Alpg. mina 4| Alfar | Alfaz | Beta Gamma
tem% serva- | mina alfa: | globu- | globu-~ | globu- ‘ globu- } A/G
total clones gh)rl):- lina lina lina ] lina,
Hombres %...... .| 7.70 | 23 | 56. 12| 62.33 6.26 | 9.91 | 14.96 12. 75| 1.29
S... .. 0.32 3. 22‘ 3.684 1.27 | 2.00 | 2. 33’ 4.15 0.17
Mujeres %... ...| 7.60 25 55. 29‘ 60.90‘ 5.54 | 9.50 ' 14.14 15.50 1 26
8., ... 0.49 4.62 4.72’ 1.54 | 1.52 2. 65 4.10 ‘ .20
Adultos k........ 7.65 48 5 ’I 61. 57 5.88 | 9.70 14.54‘ 14. 18‘ 1.27
S........ 0.37 | 4. 45 1.45 | 1.73 2.44‘ 4.28J 0.22
% = Promedio. 8 = Desviacion estdndar.

* = Promedio de proteina sérica total en la ciudad de Guatemala, comunicado

por Castellanos (2).

ademds, los resultados del grupo combinado, que hemos denominado
“adultos”. En el Cuadro No. 2 se presenta el estudio estadistico del
andlisis de variacién (7) entre los grupos de hombres y mujeres.

Se observard que no se encontré ninguna diferencia estadistica en las
fracciones de alblmina, albimina m4és alfa prima globulina, alfa, prima
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globulina, alfa segunda globulina, beta globulina y la relacién albtimina-
globulina. El Gnico valor significativo al nivel del 5%, pero que no es
significativo al nivel del 1%, corresponde a la fraccién de la gamma
globulina. Esta diferencia no parece ser real, sino que posiblemente se
deba a que en el grupo de los hombres figuraban tres casos que presenta-
ron una gamma globulina extremadamente baja. Al recalcular estos

Cuapro No. 2.—Andlisis de variacion de las proteinas y sus fracciones en
sueros normales de mujeres y hombres adulios

L. Alblimina Al Alf B G
Albdmina glo%fxaﬁna globuéﬁna globu?izna. globelfﬁna gloagﬁ]l?:a AG
d.foo. ... 47 47 47 47 47 47 47
Fooooo. o 0.50 1.26 3.03 0.66 1.32 5.27* | 0.25

d. f. = Grados de libertad.
F. = Valor F de Fischer (7).
* Significativo al 5% F = 4.05.

resultados excluyendo los casos antes mencionados, no se obtuvo di-
ferencia significativa en la fraccién gamma globulina, siendo el valor de
F de 2.16.

En el Cuadro No. 3 aparecen los resultados obtenidos en algunos casos
patoldgicos, indicando asi la variacién encontrada en diversos estados y
demostrando el valor potencial del método en estudios clinicos.

Enlas afecciones hepdticas, casos 1, 3,7 v 8, se observa inversién de la
relacién albimina-globulina y disminucién de la albtimina. Permanece
normal la distribucién de las fracciones de globulina, con excepeién de la
globulina gamma, que es muy elevada en todos los casos. Unicamente en
el caso de la colecistitis calculosa se observé aumento en la fraceién de la
beta globulina.

El caso 4, tuberculosis pulmonar, presenta inversién de la relacién
albidmina-globulina, disminucién de la albimina y aumento dnicamente
en la gamma globulina.

El caso 6, cdncer pancreitico, presenta inversién de la relacién albi-
mina-globulina, disminucién de la albdmina y aumento de la. beta glo-
bulina.

El caso 2, hernia inguinal aguda, y el caso 5, tilcera péptica, presentan
ligera inversién de la relacién albimina-globulina con disminucidn ligera,
de la albimina y aumento de la gamma globulina.

El caso 9, de sffilis, no presenté ninguna modificacién en la distribucion
de las fracciones de protefnas.
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Cuapro No. 3.—Porcentaje relativo de las proteinas séricas y sus fracciones
en nueve enfermos

Caso Im‘?llll]';xu—l- bt \ {\léal llkl'f;)az ‘ ]?ega Gvalana‘ AG ’ Diagnbeti
No. | . | mina Q0N EPL gl Eomey A tagnostico
hina ‘ ‘ \
1 27.518.7| 8.8 10.5 ‘ 9.1 ! 52.9 | 0.23 | Atrofia amarilla del hi-
' 1 gado
2 | 51.6|43.0 8.6 6.1 | 13.8 28.5 k 0.75 ) Hernia inguinal aguda
3 189.2,31.2 8.0 10.817.033.0 | 0.45 | Cirrosis hepética
4 143.1|34.8| 8.3 1 11.3 | 15.0 30.6 ! 0.54  Tuberculosis pulmonar
5 149.944.2| 5.7 15.1 ‘ 13.2 | 21.8 ‘l 0.79 ‘ Ulcera gdstrica
6 | 40.1 | 31.7 ‘\ 8.4 11.7 1 33.9  14.3 | 0.46 . Cédncer pancredtico
7 141.8 34.2, 76! 7.2 ’ 30.0 21.0  0.52 Colecistitis calculosa
8 120.0120.8] 82| 9.5/10.5 51.0 0.26 Cirrosis atréfica
9 | 62.4)|57.1| 5.3 } 7.6 } 12.7 | 17.3 ‘ 1.33  Sifilis
Discusién

En la interpretacién de diagramas se utilizd la fotografia del limbo
descendente de acuerdo con las indicaciones de la casa manufacturera,
aunque Stern ¥ Reiner (8), al revisar las anomalias y artefactos en la
electroforesis, apuntan que el diagrama, obtenido del limbo descendente
presenta méas dificultades por el gran niimero de anomalias y artefactos,
siendo la principal la beta anomalia. Alberty (9) recomienda el uso del
limbo ascendente para el cdlculo electroforético. En algunos de nuestros
diagramas del limbo descendente, cuando sz utiliza el amortiguador de
barbital sédico, se ha observado la beta anomalia.

En nuestras investigaciones preferimos el amortiguador de Michaelis,
debido a que con éste no se obtienen las anomalias épsilon y delta comu-
nicadas con el amortiguador de Longsworth (8). El amortiguador de
Longsworth no se puede utilizar con el aparato de la Kern debido a que
no se obtiene una buena separacién de las anomalias épsilon y delta y por
lo tanto se alterarian completamente los resultados. Con el amortiguador
de Michaelis no se puede obtener una buena separacidn entre la albd-
ming y la fraceién alfa prima globulina, y aunque en este trabajo sz
reportan ambas fracciones, la separacién no es exacta, siendo por eso por
lo que también se incluyen los valores de alblimina mis alfa prima
globulina. Con el amortiguador de Longsworth se puede obtener una
buena separacién entre las fracciones albimina y alfa prima globulina y
puede servir para su determinacién exacta.

Los niveles proteicos en grupos de poblacidn normal de la ciudad de
Guatemala comunicados por Castellanos (2), Cuadro No. 4, difieren un
pocode los resultados consignados en el presente trabajo, diferencia que es
explicable ya que dicho autor utilizé el método de precipitacién por
medio de soluciones de sulfato de sodio, que no es especifico debido a que
en la precipitacién se arrastra no sélo la fraceién requerida sino también
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parte de otras fracciones. En el Cuadro No. 4 aparecen también los
resultados obtenidos por otros autores utilizando métodos electroforéti-
cos, y se puede apreciar una buena relacién entre nuestros resultados y
los comunicados por ellos.

Cuapro No. 4.—Resumen de valores electroforéticos normales comunicados
por varios qutores

o 215121
Amortiguador L a e |k 28 o
PR o) g S 8 8
= \|£~ ‘5 |2
‘ S P
Dole y Braun (18) Barbital sédieco 63.6 ‘4.8 7.612.711. 8 15
8.6 ! ( P
Armstrong et al (19) Michaelis 58.8 5.6 9.214.212.2 20
5.6 | | j
Sterling y Rickets (20) | Michaelis |60.3 '4.0 ,9.712.813.2 10
Seibert et al (21) Michaelis 53.3 ‘8.0 10.413.814.2 43
55 | 1
Hartman y Shumacher (22) | Barbital sédico |63.6 ‘6.0 5.8:13.1|11.5 130
8.6 |
Cooper et al (23) Barbital sédico 60.0 3.6 9.112. 5 14.9 13
8.6 ' (
Gray y Barron (13) Barbital sédico } 64.0 7.0/14. 5 14.4
7.8 \
Bieler et al (24) Barbital sédico '59.5 18.8 13. 4 13.4 7
8.6 |
Reiner et al (25) Barbital sédico 156.8 7.2 712, 8 14. 4[
8.6 ‘ I
Shaub y Alder (15) Michaelis 54.3 i8.8 10. ﬁlll 7 14. ﬁ’
8.5 }
Resultado de nuestras Michaelis 55.7 ‘5.9 9.714. 5 14.2 48
investigaciones 8.5 i
Castellanos (2), adultos Método quimico 57.9 14.8 12.115.7) 76
de la ciudad de Guate-
mala

Stern y Reiner (10) ohservaron en la cirrosis aumento de la gamma y
beta globulinas y disminucién de la albimina y alfa globulina. Luetscher
(11, 12) encontré en la cirrosis disminucién de la albdmina y aumento de
la beta y gamma globulinas, siendo estos cambios més acentuados en la
ascitis. Gray y Barrén (13) comunican en las afecciones hepdticas dis-
minucién de la fraccién albliming, aumento hasta de 100 % de la gamma
globulina y cambios irregulares de la alfa y beta globulinas. Reiner (14)
observé disminucién de la albtmina, aumento de la gamma globulina y
aumento menos frecuente de la beta globulina. Schaub y Alder (15)
observaron en casos de afecciones hepéticas aumento de la gamma glo-
bulina. Nuestros resultados (casos 1, 3, 7 y 8 del Cuadro No. 3), con-
cuerdan bastante con los antes mencionados.
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En casos de tuberculosis Stern y Reiner (10) observaron como primer
cambio electroforético elevacién de la fraccidn alfa globulina y luego
disminucién de la albimina y elevacién de la beta y gamma globulinas.
La elevacién de la gamma globulina se debe probablemente a aumento
de la resistencia a la enfermedad. Seibert y Nelson (16, 17) encontraron
disminucién de la albdmina y elevacién de la alfa y gamma globulinas.
El caso 4 de tuberculosis pulmonar mencionado en este trabajo corres-
ponde por lo general al marco de los cambios electroforéticos de la
enfermedad.

SUMARIO

Los autores estudiaron la distribucién de los diversos componentes
nroteicos del suero humano en 23 hombres v 25 mujeres adultos de la

PrAt U del sUelo DUiall OINDeS A eIos 40UV

ciudad de Guatemala con el aparato de mlcroelectroforesm Kern 1LK-30.
Los resultados obtenidos en el grupo de hombres no difieren significativa~

ments de los del grupe de mujeres.

Los resultados obtenidos para todo el grupo de “adultos” fueron:
alblimina, 55.69 = 3.92%; alfa prima globulina, 5.88 £ 1.45%; alfa

bcguuda sxubuhua, 970 &+ 1.73 %, beta glﬁbuhna, 14.54 + a—r—l'%,

gamma globulina, 14.18 4= 4.28 % en términos de concentracién relativa.
La relacién albdmina- globulina fué de 1.27 + 0.22.

i PR RS I _ -

En este trabajo también se presentan los resultados obtenidos en
nueve sujetos con distintas enfermedades.
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MICRO-ELECTROPHORETIC STUDIES OF SERUM PROTEINS IN
NORMAL GROUPS IN GUATEMALA CITY, AND IN
VARIOUS PATHOLOGICAL CASES (Summary)

The authors studied the distribution of the various protein constituents of
human serum in 23 adult males and 25 adult females in Guatemala City, using
the Kern LK-30 micro-electrophoresis apparatus. The results obtained in the
male group did not differ significantly from those in the female group.

The results obtained for the entire adult group were: albumin, 55.69 + 3.92%;
alpha-1 globulin, 5.88 =+ 1.459%; alpha-2 globulin, 9.70 =+ 1.73%,; beta globulin,
14.54 + 2.44%,; sgamma globulin, 14.18 + 4.28%, in terms of relative concen-
tration. The albumin-globulin ratio was 1.27 + 0.22.

This paper also presents the results obtained in nine cases suffering from
different diseases.



