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INTRODUCCION

OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

I

Electroforesis e inmunoelectroforesis de proteinas urinarias.

Debido a la extension que ha alcanzado en los ültimos años la aplica­
cion de la electroforesis e inmunoelectroforesis al ensayo de los liquidos biolo­
gicos. y dada h importancia que las variaciones cualitativas y cuantitativas de
los componentes proteicos tienen en el curso de algunas enfermedades como la
nefritis, nefrosis, y otras, hemos creido de interés hacer un estudio de las fra_<_:
ciones protei'cas urinarias utilizando esta técnica . El análisis inmunoelec­
troferético de concentrados proteicos urinarios tiene un especial valor diagnos­
tico, pues, los resultados obtenidos son de mayor especificidad que los que ofre­
cen otras tecnicas de diagnostico clinico.

II

Valoracion de proteinas urinarias.

En las determinaciones corrientes de proteinas urinarias, se tropie­
za en los laboratorios comunes de analisis clinicos con algunos inconvenientes.

El método mas corrientemente usado consiste en tratar la orina con
el reactivo de Esbach (l) o alguna de sus modificaciones y centrifugar en un tu­
bo graduado (Aufrecht). Los tubos de centn'fuga usados comunmente tienen gran­
des errores de graduacion en el extremo inferior (que suele ser redondo en lu­
gar de afilado) e introducen errores concomitantes en la estimacion de las pro­
teinas, que son especialmente importantes en casos de orinas con pequeñas can
tidades de proteinas.

Con el objeto de salvar esta. dificultad y seleccionar un método mas
exacto y de una sencillez igual o menor que el precitado. realizamos diversos
ensayos como resultado de los cuales se aconseja el método que emplea el .reas
tivo'de Tsuchiya (2) utilizando tubos de céntrffuga especiales diseñados por Mac
Kay (Z) y propuestos para este método por Shevsky y Stafford (Z).
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ESTUDIO ELECTROFORETICO E INMUNO-ELECTROFORETICO

DE LAS FRACCIONES DE LAS PROTEINURIAS

A - INTRODUCCION

En la orinanormal se encuentran proteinas que provienen del suero o
deltracto urinario. Varios autores han utilizado la electroforesis libre para es­
tudiar la naturaleza de estas proteinas utilizando orina concentrada por ultrafil­
tración. Para esos autores la excrecion de proteinas por la orina normal es del
orden de los 40 mg. por dia.

Segün Rigas y Heller (3) los constituyentes proteicos de la orina noi
mal tienen una movilidad electroforítica del mismo orden que las del suero.

En la orina normal están presentes las proteinas del suero en mini­
mas cantidades excepto las de alto peso molecular: ok z lipoprotei'na, OK M
globulina y X1 M globulina que estan ausentes. Por inmunoelectroforesis de
concentrados proteicos urinarios normales se ha demostrado la presencia de
esas proteinas con las excepciones mencionadas.

Las primeras electroforesis sobre papel, realizadas por Slater y
Kunkel (4) han demostrado que las eliminaciones patologicas repiten todas las
fracc'nnes electroforeticas del suero.

Grant (5) en sus trabajos ha demostrado que algunas fracciones del
suero no son eliminadas por la orina. Por otra parte, Heremans estudiando la
proteíia de Tamm yNorsfall (6). llamada orosomucoide por Boyce. Garvey y Nor­
fleet (7), ha puesto en evidencia proteinas de la orina que no se encuentran en
el suero. Patte (8) ha estudiado la composiciñn cualitativa de las proteinurias
normales ypatologicas, lo mismo que Heremans (9) que ha completado este estu­
dio con el del orosomucoide, tres mucopolisacáridos acidos y un mucopolisaci­
rido neutro y Hartman (10) ha estudiado la proteinuria lordñtica. Otros autores,
después de haber enumerado las proteinas de la orina del niño normal, demos­
traron las variacionesque esos componentes proteicos tienen con la edad y las
afeccbnes patongicas.



B - LAS FRACCIONES PROTEICAS DEL PLASMA HUMANO NORMAL

Grupo?

A este grupo corresponde una li'nea de precipitaciEn fina curvada,
electroforéücamente más rapida que la sero-albümina. La proteina Fylo preal­
bümina se ha aislado del liquido céfalorraqui'deo donde se encuentra en mayor
proporcion que en el suero. Su constante de sedimentacic'an es 4, 2 S, su peso
molecular 61. 000; contiene l, 1%de glücidos y es relativamente rica en tirosi­
na, sobre todo en triptofano. Su rol fisiologico es desconocido.

Se encuentra también en esta zona, por lo menos en algunos casos.
el trazo de precipitacion casi rectilineo de una lipoproteina rapida, designada con
el nombre de r2.

SEROALBUMINA

La banda de precipitacic'm especifica de la seroalbümina es general­
mente la primera en aparecer. Su trazo es bien marcado, curvado y se extien­
de hacia lasd - globulinas. Su peso molecular es de 69. 000, y.la constante de
sedimentacion es de 4, 5 S. Su heterogeneidad en lo que concierne a los grupos
sulfhidrilos libres (se sabe que solamente 7 molEculas, sobre 10 de seroalbü­
mina tienen un grupo SH libre) no influye sobre la actividad inmunoquimica. Igua_l
mente, el di'mero mercurial de la seroalbümina tiene las mismas propiedades
inmunoqui'micas que la proteina nativa.

El analisis inmunoelectroforetico ha sido un medio de estudio de los
detrminantes anti'genícosde la sere-albúmina. En efecto, una hidrolisis enzi­
mática permite separar tres determinantes antigínicos que tienen una movilidad
electroforéüca ligeramente diferente y a cada.uno de ellos corresponde un anti­
cuerpo precipitante, dando tres lineas de precipitaciün distintas.

OQ - GLOBULINAS

La principal de estas proteinas da un arco de precipitacic'm alargado
y fino practicamente incluido en el de la sere-albúmina. Ha sido llamado sero­
muco'rle ácido e identificado como el orosomucoide. Es la sustancia principal
contenidaen el filtrado tricloracEtico del suero humano- tiene una constante de
sedimentacic'm Z,9 S y peso molecular estimado en 44. 000. El orosomucoide es
rico en grupos acidos (punto isoeléctrico Z,7) y tiene un elevado tenor en glüci­
dos (17% de hexosas, 10%de hexosamina, 10% de acido sialico).

Su movilidad electroforEtica es segün Grabar( ll)ligeramente mayor que



la sero-albümina: pero Schultze y Colaboradores la consideran como de movili­
dad l

OS - GLOBULINAS

La principal de las O( 1 o globulinas da un arco de precipitacion ne­
to; es una glicoprotei'na bien conocida de peso molecular 54. 000 y constante de
sedimentacion de 3, 5 S, Contiene 15% de glücidos de los cuales 6, 8% son hexo­
sas. Esta proteina es fuertemente antigÉnica y se la ha llamado o( l A-globulina.

En este mismo grupo se nota la presencia de otros trazos de precipi­
tacion; uno de ellos se inscribe exactamente dentro de la curvatura de la °( 1Ay
se ha llamado a esta protei'na B. Por ültimo. se encuentra una proteina masl
lentallamada“ lC.

de, - GLOBULINAS

En esta zona muy compleja, existen por lo menos cuatro proteinas cg
yos trazos de precipitacion son casi paralelos y se pueden definir por su posicion
con respecto a la excavacic'mdonde se ha depositado el inmunosuero utilizado.

l) La haptoglobina da un trazo de precipitacion fino y neto. de curvatura bien ma:
cada y se encuentra mas proximo a la excavaciSn del inmunosuero. Muchos pro­
cedimientos permiten la caracterizacion de esta linea de precipitaciñn.

a) La adicion de hemoglobina al suero en estudio produce una disminucion en la
movilidad de la haptoglobina; el complejo haptoglobina-hemoglobina migra con
vebcidad intermedia entre la haptoglobina y la hemoglobina (que tiene la movili­
da‘d de una [5 1 - globulina).

b) La misma adicion de hemoglobina da a la linea de precipitaciñn del complejo
haptoglobina-hemoglobina, propiedades peroxidasicas. Los reactivos peroxida­
sicos colorean esta li'nea y unicamente a ella.

c) La absorcion del imunosuero por el suero de cordo'ndeja subsistir los anti­
cuerpos contra una sola cx 2 globulina: la haptoglobina.

La haptoglobina es una glicoprotei'na que contiene 11, 3% de hexosas
y 5. 7% de hexosamina. Puede existir en varias formas en el plasma: al estado
de monomero, haptoglobina II. de peso molecular 85. 000 se une a la hemoglobi­
na en proporciones equimolecularescomo un dimero, haptoglobina I, con un pe­
so molecular de 169. 000 donde cada molecula se une a dos de hemoglobina y
aün las dos formas pueden coexistir en los sujetos heterozigotas. Estas diferen



cias son constitucionales como lo demuestran los trabajos de Smithies (12).

Este autor, mediante la electroforesis en gel de almidñn. ha demos­
trado que las haptoglobinas tienen un comportamiento diferente segun su tipo: la
haptoglobina monomera o Hp 1-1 da una sola banda de movilidad rapida; la hap­
toglobina dimera o Hp 2-2 provoca la formacion de tres a seis bandas mas len­
tas.

El sistema haptoglobina tendra entonces la siguiente nomenclatura:
Genotipos

Hp 1-1 Hp 1/ Hp 1
Hp 2-1 Hp 2/ Hp 1
Hp 2-2 Hp 2/ Hp z

Los genes serian autosomicos. con dominancia incompleta. Posteriormente Sm_i
thies (12) llega a la conclusion de que existirfa una parte de la molécula comun
a los tres tipos y que la accion de los genes modificarfa algunos elementos estruc
turales, dando lugar a la mayor o menor polimerizacion de este componente funT
damental. Estos resultados son de gran interes no 551°para la comprension de
todos los fe'ñomenos ligados con la tipola‘gfa serica individual, sino tambien en
el estudio de los mecanismos de accion de los genes sobre la sintesis de protei­
nas.

Los estudios paralelos sobre la actividad inmunoqui'mica y la movi­
lidad en agar han demostrado que la haptoglobina y el complejo haptoglobina ­
hemoglobina tienen la misma actividad inmunoqufmica que los anticuerpos anti­
haptoglobina.

Las diferencias de movilidad electroforetica en agar de las haptoglg
binas y de los complejos haptoglobina-hemoglobina han sido observados por al­
gunos autores: por una parte despuís de la electroforesis simple en agar de di­
versos sueros humanos adicionados de hemoglobina. las placas fueron colorea­
das por el reactivo bencidina-agua oxigenada: los trazos obtenidos en la zona
g( 2 son de movilidad variable de un suero a otro. Por otra parte, por revela­
cion de sueros humanos por un inmunosuero absorbido por el suero de cordo’n
(y no conteniendo mas que los anticuerpos contra la haptoglobina y las -glo­
bulinas) la unica linea de precipitación que se forma tiene una movilidad diferen­
te de un suero a otro.

Segün Grabar (11) la movilidad de la haptoglobina depende de ciertas
condiciones experimentales variando de acuerdo al agar utilizado.

2) La cervloplasmina da un trazo de precipitacic’msituado generalmente entre la
haptoglobina y lao( 2 macroglobulina. Es una cuproproteina descubierta por
Holmberg y Laurell que tiene un color azul caracteristico en solucion concentra



da. Contiene ocho átomos de cobre por molécula; su constante de sedimentacion
es de 7, l S. su peso molecular 150. 000 y su tenor en glücidos 9, 5%. Sus dos
propiedades, riqueza en cobre y actividad oxidísica han sido utilizadas por
Uriel para poner en evidencia la ceruloplasmina tanto en el análisis inmuno-eleg
trofSretico como en la electroforesis simple en agar.

Uriel(23) ha observado que la purificiacion de la proteina puede entrañar
su desnaturalizaciñn parcial y modificar su movilidad electrofor'etica, su activi­
dad inmunoqii'mica y sobre todo, su poder enzimático.

3) La0( 2 macroglobulina se revela por un trazo rápido. denso y fuertemente
curvado y tiene un extremo alargado hacia el reservorio de los anticuerpos. Es­
ta proteina es uno de los constituyentes de alto peso molecular del suero, pues
su constante de sedimentacion es de ZOS y su peso molecular es de 900. 000. Es
una glicoproteíia que contiene 9% de glücidos, 3, 1% de acetilhexosamina y l, 8 7°
de ici-lo sialico. Es cuantitativamente un componente muy importante pues re­
presenta el 2% de las proteinas del suero. Su rol fisiologico es desconocido.

4) Encontramos en esta zona una lipoprotefna lenta y otros trazos de precipita­
ci5n no identificados.

e) 1 - GLOBULINAS

Hay aparentemente tres P l-globulinas importantes. Una de ellas,
bien conocida es la siderofilina o transferrina, aislada por Koechlin y caracte­
rizada por su capacidad de transportar el hierro en el plasma. La siderofilina
es la más lenta de las (bl-globulinas: constituye el 3-5% de las proteinas totales.
Tiene un peso molecular de 88. 000 y una constante de sedimentacic'm estimada
entre 5, 5 S a 6, 1 S. Contiene 4% de glficidos. Transporta dos atomos de hierro
por molecuh.

Diversos autores han estudiado las caracteriSticas y funciones de es­
ta globulina y descripto la existencia de tipos distintos de transferrinas contro­
ladas genéticamente.

Es posible que las variaciones de hierro sérico y de siderofilina sean
independientes' Grabar ha notado el aspecto normal de la li'nea de precipitaciñn
de la siderofilina en el caso donde el hierro sérico es muy bajo. La capacidad
total de fijaci5n del hierro varia poco en los estados patologicos.

Hay otros constituyentes importantes en las fil-globulinas. Sus ca­
racteristbas han sido descriptas de manera variable. En los primeros trabajos
se ha individualizado después de la siderofilina, dos l-globulinas de movilidad
caSi idéntica y cuyas lineas de precipitaci5n se cruzan suavemente. Una ligera­



mente mas rapida que la otra ha sido denominada BI.A-globulina. que ha seña­
lado la importancia de sus variaciones cuantitativas en el lupus erimatoso agu­
do diseminado. La otra proteina ha sido llamado a l-B-globulina.

M'úller-Eberharcfzo‘igservbque una de las lineas de precipitaciñn de
las -globulinas tiene una movilidad variable segün el caso.- si el suero es
fresco , esta linea, de curvatura marcada, es un poco más lenta que la sidero­
filina. En los sueros viejos existe una curva m'ís rápida y mucho mas pr5xima
al reservorio de anticuerpos. Despues de una conservacic'm de algunos dias se
encuentra una linea de dos curvaturas, la lenta y la rapida, prueba que esos di­
ferenies aspectos son de unmismo constituyente. El hecho es que las proteinas
correspondientes a esas dos curvaturas no serian inmunolbgicamente identicas
pues la curva rapida toca la curva lenta pero es asada por ella. El antigeno len
to seri'a mas completoque el antfgeno rápido. Múller-Eberhard(24)ha llamado:­

IC-globulinaa la proteina lenta y ¡A la proteina rapida. Ha podido aislar
cada una de ellas, probar su naturaleza euglobulinica. determinar sus constan­
tes de sedimentacion (9, SS para el compuesto lento, 7 S para el rapido) y valo­
rar su tenor en glücidos (4% para las dos).

Asi, podemos afirmar que existen en el suero una (a l-euglobulina
de movilidad variable segün las circunstancias experimentales, muy sensible
al envejecimiento y a la acci5n del calor.

Es evidente que el n mbre de (61A-globulina es imperfecto puesto
que no es la mas rapida de las l-globulinas al menos en el suero fresco, que
no ha sufrido calentamiento. Si bien no podemos dar a esta proteina alguna otra
denominacibn basada sobre la movilidad electroforetica, no hay que descono­
cer los diferentes aspectos de la linea de precipitacibn de esta proteina y por
lo tanto, se denomina a la de curvatura lenta ¡A variedad AC; la de curvatura
rápida: A', y la que afin puede aparecer mas rapida: A"

En cuanto a la fi ¡B-globulina. es una seudo-globulina. probable­
mente una muco-proteina. Se encuentran tambien en la zona l otros trazos
de precipitacic'm actualmente sin identificar.

Recientemente se han localizado en las (5 l-globulinas algunas ac­
tividades fisiolbgicas. Sonlas del plasminbgeno y la plasmina.

b, -GLOBULINAS

l) La primera conocida de las K -globulinas y la mas importante. ha sido lla­
mada K lA-globulina- da un zo de precipitacibn alargado. casi rectili'neo.
Ha sido aishda por Heremans que ha establecido sus principales caracteristi­
cas fi'sico-qui'micas: glicoprotei'na (10% de glücidos) constante de sedimentacibn



7 S, peso molecular 160. 000.

El rol fisiopatologico de la KIA-globulina es poco conocido. Se tien­
de a colocar esta proteina en el grupo de las inmuno-globulinas, es decir. glo­
bulinas de rol inmunitario. La K lA-globulina es una de las protei'nas que, en
casos patolog'icos. sufre más fluctuaciones cuantitativas en uno y otro sentido.
Suconcentracion en el plasma est'a sujeta a grandes variaciones segün la edad.

2) Se encuentra un trazo que parte del reservorio de anticuerpos y se extiende a
lo largo de la-zona electroforÉtica , formando una doble curvatura. Es el de
la X lM-globulina- constituida por una glico-protefna (9,8% de glücido) de coni
tante de sedimentaciñn 19 - 20 S y peso molecular alrededor de 1 millon.

Diferentes autores afirman la existencia de un determinante antíge­
nico comun a la bl lM-globulina y a las K -globulina81 si bien cada una de e_s_
tas proteinas tiene uno o varios determinantes anti Enicos, un inmunosuero ab­
sorbido por las K -globulinas precipita con la 1M-globulina e inversamen­
te.

El rol fis'iopatolc'ag‘icode la KIM-globulina comienza a ser conocido.
Se ha probado en efecto que algunas isohemoaglutininas y que el factor reumáti­
co tienen las propiedades inmunoqui'micas de la iM-globulina. Se puede admi­
tir actualmente que la KIM-globulina comprende toda una variedad de anticuer­
pos, probablemente aquellos que tienen una constante de sedimentacion de 19­
ZOS.Toda la familia de las Z-macroglobulinas tiene una estructura inmuno­
qul'micade base, pero se diferencian por sus propiedades fisiologicas. Esta fa­
milia de proteinas puede ser colocada al igual que las X -globulinas, en el gru­
po de las inmunoglobulinas. v

3) Existen normalmente otras K -globulinas; hay un trazo de precipitacion para­
lelo al de la K lA-globulina, pero menos extendido hacia el deposito de siembrae
este trazo de precipitacic’mes encontrado frecuentemente. Con un inmunosuero
especial (suero de mulo. inmunizado con suero humano normal) se pueden en­
contrar en h zona , tres lineas de precipitacion casi paralelas a las de la

.lAy K lM-globulinas. Este constituyente esta netamente aumentado en
ciertos estados patongicos. Se lo designa con el nombre de (ss-globulina.

Elanálisis inmuno-electroforético revela una li'nea de precipitación
muy alargada ue no solamente ocupa la zona electroforética sino, que atra­
viesa la zona.a para llegar a la de las ds Z-globulinas. Esta linea es muy neta
y casi derecha, en su porcion lenta. En esta porcion, se debilita y se aleja del
deposito de anticuerpos. Las proteinas que dan esta linea de precipitaciñn tienen
la misma estructira antigÉnica. Las X ss-globulinas representan actualmente
el ejemplo me_'prconocido de una familia de proteinas con la misma estructura
inmunoqm’micade base, pero que se diferencian por sus caracteristicas fisico­



quimicas y sus propiedades fisiongicas.

El caracter unico de la lfnea de precipitacic'mde las K ss-globulinas
ha sido largo tiempo tenido por verdadero y constante, salvo en aquellos casos
donde un exceso considerable de antfgeno o sobre todo de anticuerpos provoca su
division secundaria.

Hitzig y Scheidegger han encontrado que en los sueros de recién na­
cidos aparecen dos lineas de precipitaci5n de K ss-globulinas y en sueros de
enfermos con afecciones que interesan los organos hemato-poyeticos.

Las K ss-globulinas tienen un peso molecular de alrededor de
160. 000 y una constante de sedimentacic'm de 7 S. Contienen 2, 5% de glücidos.

Un rol fisiolügico de las (ss-globulinas es bien conocido pues es­
tan dentro de esta fraccion la mayor parte de los anticuerpos. Es dificil asegu­
rar que todas hs ss-globulinas del suero normal sean anticuerpos: pero en
algunos sueros patologicos, hipergamaglobulinemias, se encuentra un aumento
de anticuerpos circulantes, por lo menos aquellos que se pueden determinar por
los métodos inmunolñgicos habituales.
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C - INMUNO-ELECTROFORESIS DE PROTEINAS URINARIAS

Principio:

Las reacciones inmunoqifmicas con los productos previamente sepa­
rados por electroforesis, han sido utilizados por diversos autores que utilizaban
una separacion electroforética sobre papel o almidSn seguida del análisis inmu­
noqúi'mico en un gel.

Grabar y Burtin (ll) han llamado análisis inmuno-electroforetico al
método que efectúa las dos operaciones: separacion electroforetica y analisis
imnuanui'mico en el mismo medio: gel de agar tamponado.

Se efectua la separacion electroforética de los constituyentes pro­
teicos en gel de agar en veronal/veronal s5dico como regulador y luego se pro­
cedea la difusion lateral en el mismo medio de un inmuno suero precipitante es­
pecifico de los componentes de la mezcla en estudio.

Los anticuerpos precipitantes de un inmuno suero se unen con los
constituyentes anfigenlcos de la mezcla en estudio formando en el gel de agar,
arcos de precipitacic'm especifica. Cada antfgeno reacciona separadamente con
su anticuerpo homologo dando un arco independiente. Este método permite enu­
merar los constituyentes antigEnicos de una mezcla y definirlos por su movili­
dad y por su reaccion especifica con los anticuerpos homologos.

El analisis inmuno-electrofor tico. permite utilizar pequeñas can­
tidades de muestras.del orden de l a 5P la reaccion de precipitaciñn es espe­
cifica: cada antigeno reacciona solamente con el anticuerpo correspondiente y
los compuestos de una mezcla son definidos por su movilidad electroforetica y
su especificidad antigénica.

Esta técnica permite comprobar las caracteristicas de homogenei­
dad de una proteina, determinar un nümero minimo de integrantes de la mez­
cla proteica y confirmar si una determinada proteina es distinta, igual o tiene
una c'erta relacion inmunologica con otra.

La electrofbresis y la inmune-electroforesis en medio gelificado

Elempleo de un medio gelificado tiene la ventaja de que su elevado
tenor en liquido (98-99%) permite una electroforesis análoga a la que se obten­
drñ en medio h'quido, mientras que su estructura modera la libre difusion de
sustancias durante y después de la electroforesis.



a) Preparacion del agar en medio tammnado

Si no es posible obtener agar muy puro, se pesan 30 gr. de agar co­
mercial de buena calidad y se funde en 400 ml. de agua destilada neutra. Una vez
fundido. se vuelca sobre un marmol y se cortan cubos de 1 cm. de lado que se
lavan durante tres dias con agua destilada neutra. que se cambia dos veces por
di'a. Se vuelve a fundir en baño mari'a y se conserva en heladera. determinando
previamente su extracto seco para conocer la concentracion en agar.

Con este producto se prepara una solucion de agar al 2, 5% en agua
destilada neutra, adicionada de un volumen igual de una.solucion tampSn de ve­
ronal sEdico de pH -'- 8, 2. Si la solucion no es limpida. se filtra r'ipidamente
por papel de filtro de filtraciSn rápida.- se le agrega un antisEptico (mertiolato
1/10. 000 5 azida sBdica) y se distribuye la solucion en tubos. de manera que
cada uno contenga un volumen conocido de agar correspondiente al volumen ne­
cesario para preparar un numero definido de placas. La concentracion de agar
empleado para formar un gel elástico y resistente es de 1 a l, 5%.

b) Preparacion de las placas de agar

Se utilizan 3 ml de agar tamponado fundido que se vierten sobre la
placa(portaobjetos de 7, 8 cm x Z,8 cm). Se practican dos excavaciones aproXi
madamente en la parte media de la placa donde se efectuara la siembra de la _
mezcla en estudio.

c) Electroforesis.

Las placas son colocadas en el aparato de electroforesis donde se
encuentra el buffer de pH 8, 2 y fuerza iónica 0. 05. El gradiente de potencial
que se usa es de 5 a 6 volts. por cm. La duraci5n de la electroforesis es va­
riable. pero en las condiciOnesdescriptas. en cuatro horas los constituyentes
proteicos del suero o de la orina estan bien dispersados.

d) Precipitacic'm especifica

Una vez terminada la electroforesis se procede a la siembra del
inmuno suero elegido, en 1a hendidura.practicada previamente a la electrofore­
sis en el centro y a lo largo de la placa, paralelamente al sentido del desplaza­
miento electroforético. Se disponen las placas sobre un soporte horizontal en
una camara húmeda, registrando los resultados por medio de fotografias sobre
papel sensible por exposicic'my simple contacto. Una vez desarrollados los ar­
cos de precipitacit'mfse lavan las placas con soluci5n fisiologica, durante tres
dias, cambiando la soluci5n dos veces por di'a.
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e) Fijacion

Esta operacion, destinada unicamente a las placas para electrofore­
sis simple. tiene por finalidad inmovilizar en el gel los componentes separados
por migracion electroforEtica. Los fijadores usados en general son: solucion
acuosa de acido acético al 2%; solucion de etanol al 60% conteniendo 2% de áci­
do acético concentrado; solucit'm de etanol al 96% adici0nada de ácido acÉtico
(2% de concentracion final).

f) Lavado

En elcaso del análisis inmuno-electroforítico la fijacic'mno es nec:
saria pues los complejos especificos antfgenos-anticuerpos san insolublee en el
medio de reaccion, pero 31'es necesario 1a operacion de lavado descripta en el
punto d).

g) Desecacic'm

La desecacian permite reducir el_agar de las placas a una lamina
transparente. Se efectua colocando sobre las placas una hoja de papel de filtro
de buena calidad, puesto en la estufa a 37°C durante 24 horas, 5 exponiendolos
a una corriente de aire.

h) Coloracion de proteinas

Solucion cobrante

Negro amido, nigrosina. azo carmïn o rojo punzc'z l gAcidoacEticolM............... 450m1.
AcetatodesodioO,1M. . . . . . . . . . . . 450ml.G1icerina...................100ml.

Ag"ua de lavado

Acido acético al 2% conteniendo 10-15% de glicerina.

Se sumergen. las placas en 1a solucion colorante durante 3 a.4 horas y se lavan
dos veces con el agua de lavado durante una hora por vez. Luego ee secan a 37°C.
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II

VALORACION DE PROTIDOS URINARIOS

D - INTRODUCCION

Miatello V.R. (21)al referirse al examen de la orina se expresa en
los términos que transcribimos a continuaciong'

"El término albuminuria debe reemplazarse por el de proteinuria porque las sus­
"tancias proteicas que se eliminan por la orina en condiciones normales y patolo­
"gicas son varias; en realidad se trata de las mismas proteinas que existen en el
"pl asma, aunque s u cantidad y proporciones difieren segun las circunstancias.

"La disociacion electroforética de la proteina que se excreta en_condiciones nor­
"males ha demostrado que aquella esta compuesta por todos los elementos que
"forman el plasma sanguíneo excepto el fibrin5geno, cuya molécula no filtra por
"que es muy grande. _

"El perfeccionamiento en los metodos analiticos han permitido comprobar la
"existencia de proteina en el filtrado glomerular en una proporciñn que oscila
"entre 10 y 20 mg. por ciento. Esto significa que las proteinas pasan en condi­
"ciones normales a través del capilar glomerular acompañando a los 130m1. de
"liquido filtrado por minuto: en las Z4horas la cantidad de proteina filtrada se­
"rfi de 30 g. aproximadamente.

"Aparte de 1a comprobaciñn de esa cantidad de proteinas en la cavidad capsular,
"también se demostrb que la filtracion de las proteinas plasmáticas se produce
"al nivel de glom'érulo. El mecanismo de esta filtracion, tanto en condiciones
"normales como patolñgicas. fue aclarado recientemente mediante los estudios
"de la ultraestructura glomerular. Al parecer participan activamente en el mi!
"mo los tres constituyentes de la pared capilar: endotelio, membrana basal y
"epitelio. Pero. de los 30 a 52 g. de proteina filtrados en el glomErulo en las
"Z4 horas. muy poca cantidad se elimina por medio de la orina final. Esto se
"debe a qie la proteina filtrada es reabsorbida casi totalmente a nivel de los tü­
"bulos proximales. La reabsorcit'm se hace por un proceso denominado atroci­
"tosis, que se atribuye a un mecanismo de transporte activo de caracter enzi­
"mático, en el que participa el condrioma. De todos modos el aumento anormal
"de eliminaciónurinaria de proteinas, proteinuria, se debe fundamentalmente a
"una mayor filtracic'mglomerular de esas sustancias, por alteracion de las per­
"meabilidad de la pared capilar a dichas moléculas proteicas; es mucho menos
"común que dependa de un defecto en la reabsorcion tubular de las proteinas fil­
"tradas, consecutivo a una alteraciñn funcional enzimática o a la lesibn de los
"tubos contorne'ados proximales".
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Dicho autor clasifica la proteinuria en relacion a su intensidad, dura­
. V . Yc10n y evoluc10n.

E1 cuadro sinoptico siguiente resume las proteinurias mas comunes

PROTEINURIA AGUDA
(menos de 40 di'as de du­
raci5n.0, 50 a 1, 50 g. en

24 horas)

PROTEINURIA CRONICA
O PROLONGADA

Estados febriles comunes (gripe, rubeola, saram­
pi5n)
GlomErulo nefritis aguda
Crisis lüpicas
Pielonefritis aguda
Infarto renal o trombobis venosa
Insuficiencia renal aguda

na)

Leve o mo
derada

de curso continuo

Intensa y
remiten­

La

rias be —
nignas

Albuming

inte rmítente s l;

recurrentes

Proteinurias
ladas (l a 10 g. por mil de or_i

permanentes ais

arteriosclerosis re
nal _
glomerulonefritis
cronica
colagenopatl'as
pielonefr itis cr5ni

Lea —

nefropatl'as croni­
cas
nefrosis lipm'dica
glomErulo nefritis
cronica (fase dege­
narativa)
riñon diabético

Emiloidoaisiñ5n del mielona

rortostática
lordotica

emocional
Lalimenticia

n o y onefroms 11p01d1capura
pielonefritis cronica curada

Lnefropati'as quirúrgicas o focales



E - METODOS PROPUESTOS POR VARIm AUTORES PARA LA

VALORACION DE LOS PROTIDOS TOTALES EN ORINA

Muchos son los metodos conocidos para la determinacion de los pro­
tidos en orina. Suelen clasificarse en métodos fisicos y quimicos. Entre l'os pri­
meros se encuentran los interferometricos que han alcanzado poca difusiñn por
la mayor ventaja de los metodos quimicos; los olarimétricos que resultaron de
poca exactitud; los viscosimEtricos que ofrecen dificultad en la técnica losLe­
f-ractométricos casi abandonadas, por el error que introducen los li'pidos y los
densiñ'letricos considerados buenos y usados en la actualidad.

Entre los metodos quimicos citaremos algunos gravimítricos, vo­
lumétricos y colorimEtricos.

METODO GRAVIMETRICO DE FOLIN Y DENIS (19131 (15)

Fundamento: Se precipitan las proteinas totales de la orina en medio acítico por———.r—- . . . . .7la aceion del calor. El precrpitado obtenido. lavado y secado por la aceion del
calor, se pesa en una balanza de precisiñn.

VALORACION DE PROTEINA DE BENCE - JONES POR EL METODO DE FOLIN
Y DENIS

Fundamento: Se precipita la protei'na de Bence-Jones en medio acítico por la
accion del calor (60° C) procediendo a la pesada del precipitado una vez lavado y
secado. Se trabaja sobre 10ml. de orina filtrada dejando el precipitado en estu­
fa de 60°C durante toda la noche. Los detalles de la tecnica son iguales a los
descriptos en el método anterior para las proteinas totales.

METODOS VOLUMETRICOS-DOSAJE POR EL METODO DE ESBACH11874)(1)

Existen varios modelos de albuminc'unetro de Esbach, unos cc'micos,
otros cili'ndricos y otros adaptables a la centrffuga como el de Aufrecht.

Se precipitan las proteinas de un volumen conocido de orina por me­
cio de un reactivo acido (reactivo de EsbaCh: acido pfcrico 10 g. , acido cftri‘co
20 g. agua 1000 cc) en un tubo graduado especialmente con ese fin. Se coloca la
orina li'mpida de reaccion ácida hasta la marca U y luego reactivo hasta R: me_z_
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clar bien invirtiendo el tubo varias veces; dejar en reposo verticalmente Z4ho­
ras, momento en que se hara la lectura en g o/oo. de acuerdo con la graduacion
alcanzada por el precipitado formado, si se ha usado un tubo adaptable a la cen­
trifuga, es necesario centrifugar hasta el momento en que no haya variacic'mdel
volumen del precipitado.

La precipitacion de las proteinas de la orina med' je el reactivo yalbuminometro de Esbach es muy inexacto. Peters y Van Slylie estacan que se
obüénen resultados que pueden oscilar entre la mitad y el doble de la cifra real
de proteinas contenidas en la orina.

La principal causa de error es la poca densidad que presenta el pre­
cipitado obtenido con el reactivo de Esbach; de ahi' que Tsuchiya indica el uso del
acüo fosfott'mgstico y Shevsky y Stafford perfecciOnaron el método de Tsuchiya
utilizando tubos de centrífuga especiales.

METODO VOLUMETRICO DE SHEVSKY Y STAFFORD (1923)“)

Los autores utilizan el mítodo de Tsuchiya mejorado con el empleo
de tubos de centri'fuga especiales.

Para los propc’asitoscli'nicos ninguno de los n'e'todos usados para la
determinacion de los prñtidos urinarios son satisfactorios. El método de Kjel­
dhal que es el mas exacto requiere mucho tiempo, y en consecuencia no es pras
tico para los trabajos de rutina.

Pasamos a detallar a continuacion un método de precipitacion y cen­
trifugacion en el cual se combina la simplicidad con un grado mas alto de exac­
titud.

En primer lugar se debe efectuar una determinacion cualitativa ca­
lentando la orina con acido acético. Si resulta una nube algo intensa el li'quido
debe ser dilui'do. Esto es necesario porque el volumen de precipitado no debe ser
mayor de l cc. después de la centrifugacic'm.

Reactivo de TsuchiLa: 1. 5 g. de ¿cido fosfotüngstico se mezclan con
5 cc. de acido clorhidrüo concentrado y se lleva a 100 cc. con alcohol de 95%.

Técnica: pipetear 8 cc. del fluido. diluido si es necesario, y colo­
carlo en un tubo de centrífuga graduado hasta 15 cc. La. graduacion debe ser con
trdada cuidadosamente. Agregar 5 cc. del reactivo de Tsuchiya y mezclar por
inversion tres veces.

Exactamente un minuto despues de la mezcla centrifugar 15 minutos
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a 1. 800 revoluciones. El liquido debe estar aproximadamente a 20°C.

En estas condiciones cada 0. l cc. del precipitado proteico equiva­
le a 0. 036 g. de proteinas por 10 cc. de flüido.

El error que se comete con este método comparado con el de Kjel­
dahl es aproiimadamente del 6 al 8%.

Las condiciones de trabajo son por supuesto arbitrarias. pero no
deben. ser alteradas pues variari'a el factor de transformacion. Debe ser respe­
tado el tiempo de centrifugacic'm y el numero de revoluciones pues de lo contra­
rio se cometeri'an errores maayores.

La variacion en el peso especifico de la orina que contiene las pro­
V . . . o stemas no introduce un error apreciable en el volumen de prec1pitado.

El tiempo transcurrido entre la mezcla de la orina con el reactivo
y la centrifugacion debe ser constante. Los autores estudiaron su efecto encon­
trari'o en algunos casos errores apreciables.

METODO TITRIMETRICO DE PETERS Y VAN SLYKE (1932)“6}

Fundamento: Se ¡recipitan las proteinas de la orina mediante el acido tüngsticor
enel precipitado obtenido, disuelto en hidroxido de sodio. se procede a valorar
el nitrogeno por el método de Kjeldahl.

METODO COLORIMETRICO DE HILLER, MC INTOSH Y VAN SLYKE (19273147)

Fundamento: Previo ais:lamiento de la proteina por precipitacion con ácido tri­
clorathico al 10% se procede. sobre el precipitado disuelto en hidrSXidode so­
dio a efectuar la reaccion del biuret. Para la valoracion de las fracciones se
recurre a la separacion mediante el sulfato de amonio a media saturacion.

METODOS NEFELOMETRICOSÁNZÓXIÉ)

La dificultad principal de la nefelometrfa reside en la dificultad de
obtener particulas de tamaño constante y uniforme, lo que causa un error en las
mediciones efectuadas en distintas muestras.

. . V . . .Se utilizan algunos metodos semiempi'ricos que permiten obtener re­
sultados satisfactorios como el método de Kingsbury que determina la concen ­

. . . . . .9 . V .tracic'm de las proteinas urinarias por prec1p1tac1onde las mismas con aCido
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sulfosalicilico comparando la turbiedad producida con testigos preparados a base
de gelatina. El método detallado es el siguiente:

Técnica: Verter con pipeta 2, 5 ml. de orina filtrada en un tubo de
ensayo graduado a 10 ml. y añadir acido sulfosalicilico al 3% hasta la marca. In­
vertir el tubo para mezclar el contenido; dejar reposar 10 minutos y comparar
el enturbiamiento con los patrones permanentes.

Preparacion de los patrones permanentes de albümina

Disolver 20 g. de gelatina calidad "Super X" en hojas, de "Coignet
Chemical Products Co. , " "Nueva York", en 120 a 140 cc. de agua destilada a
45° - 55° C y añadir agua hasta completar 200 cc. Agregar aproximadamente la
mitad de la clara de un huevo y agitar. Calentar a baño maria, durante 30 minu­
tos como minimo, después de alcanzar los 90°C.

Filtrar en caliente a traves de papel Whatman Nro. 4 para o btener
una solucion perfectamente transparente y ligeramente amarilla. Inmediatamen­
te antes de usarla añadir 0. 3 cc. de formal.

La formacina que es la sustancia. que hay que suspender en la gela­
tina se prepara como sigue: disolver Z,5 g. de urotropina en 25 ml. de una. so­
lucion de sulfato de hidracina al 1%tambien a ls temperatura ambiente. Mez­
clar, tapar y dejar reposar por lo menos durante 15 horas. Suspender unifor­
memente elprecipitado blanco amorfo invirtiendo el matraz suavemente varias
veces. Añadir 14, 5 ml. de la suspensiSn de formacina a 100 ml. de soluci5n
de gehtina al 10% a temperatura de 45° - 55°C (a. la que se habia. adicionado la
cantidad correcta de formol) y mezclar perfectamente.

Asi se logra un enturbiamiento equivalente al que se obtiene con una.
solucion de albümña de 0, 1% o al de una que contenga 100 mg. de Esta en 100 ml.
cuando se precipita por 3 volumenes de acido sulfosalicilico al 3%. Diluir como
sigueesta suspension para preparar los restantes patrones.

¡V .Suspensmn de formacma
equivalente a 100 mg. de Gelatina clarificada Valor del patron
albïmina por 100 ml. al 10% ¿y preparado

ml. ml.
25. 0 26 0. 05% o 50 mg.
20. 0 30 O. 04% o 40 mg.
15. 0 35 0. 03% o 30 mg.
10. 0 40 0. 02% o 20 mg.
5. 0 45 0. 01% o 10 mg.
Z. 5 55 0-005% o 5 mg.
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Poner cada patron en un tubo de ensayo de las mismas dimensiones
que los usados para practicar la prueba con orina. Cerrar el tubo con un tapSn
encerado y dejar a temperatura ambiente. La gelatina se solidifica al cabo de po­
co tiempo. En Épocas muy calurosas se ponen los tubos en sitio fresco durante
algunos dias antes de usarlos.

Conservar los patrones en una habitacion bien iluminada. Si con el
tiempo adquieren color verdoso, pueden decolorarse exponiEndolos a la luz del
sol sin que vañ'e su valor turbidimítrico.

Los patrones pueden comprobarse comparandolos con otros de lue­
ro de oveja y de un contenido conocido en proteinas, precipitindolos de la mis­
ma manera que en la reaccion para la orina. Los patrones que datan de mis de
7 meses deben reemplazarse a menos que pruebas reales demuestren que con­
servan todavia su grado de enturbiamiento original.

En el curso de un año puede producirse una disminucic'm muy peque­
ña en el valor turbidimétrico de los patrones. En 6 a 8 meses no se produce nin­
gi'incambio perceptible.

DETERMINASION DE PROTEINAS EN ORINA CON LOS PATRONES TURBIDI­
METRICOS PERMANENTES DE PERSPEX (1951)(19)

E. J. King utiliza el método de Kingsbury, pero con una modificacion;
compara la turbiedad producida con el acido sulfosalicilico y la orina con los
llamados patrones de Perspex.

Aunque los standars de formazina son de facil preparacion y dan
resultados aceptables no son de duracion permanente; este se calcula de 6 a 8
meses.

Con el objeto de conseguir standards de mayor duracion Haslam a­
provecho los que habia preparado para la determinacion de pequeñas cantidades
de cloruros.

Estos patrones son permanentes, es decir que no se verifica ningün
cambio en sus propiedades opticas durante mucho tiempo. y se puede afirmar
que permanecen inalterados indefinidamente.
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III

PARTE EXPERIMENTAL

F - ELECTROFORESIS E INMUNOELECTROFORESIS DE PROTEINAS URINA­
RIAS

MATERIAL Y METODOS UTILIZADOS

a) Orinas de Z4 hs. a las que se les adiciona azida s5dica.conservadas en hela­
dera.
Para nuestro trabajo utilizamos orinas con cantidades de proteinas que va­
riaban desde 0, 50 hasta 6 g o/oo.

b) Tubos de dialisis (Visking Dialysis Tubing) 1/4" de diametro.

c) Pol'ivinil-pirrolidona (P. V. P. )(Plasdone) o Carbowax 2.0M para efectuar la
concentracion.

d) Agar S.S. purificado.

e) Suero inmune de caballo anti-suero humano normal. adquirido en el Instituto
Pasteur de Paris.

Preparacion de los concentrados de orina

La orina centrifugada se coloca en un tubo de dialisis. rodeado de
P. V.P. 5 Carbowax 20 M y es concentrado hasta alcanzar concentraciones en
proteinas similares al suero sangui'neo (8 a 10 horas).

Pregracion de las placas de agar

Se preparan los portaobjetos de vidrio (7, 8 x 2,8 cm.) cuidadosamen
te lavados; sobre los que se extienden 1 ml. de agar al 0, 5% que se deja secar
en estufa entre 80 y 90°; esto permite que el agar tamponado se adhiera mejor
a las placas.

Agar tamponado: veronal s'odico 9 g.
ácido clorhidrico o. 1 N 65 ml
azida s'odica 0, 5 g
agua destilada hasta 1 litro.

Para el uso se diluyen 50 ml. de buffer con 50 ml. de agua adiciona­
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dos de l. 5 g. de agar purificado.

Se vierten 3 ml. de agar tamponado en cada portaobjet os y una vez
fri'o se practican mediante un sacabocados, dos excavaciones en la masa de a­
gar, colocados aproximadamente en la parte media entre los extremos anodico
y cat5dico de la placa y en linea perpendicular a los bordes laterales.

Luego se efectua una incisión de l mm. en la parte media y a lo lar­
go de la placa, paralelamente al sentido del desplazamiento electroforítico, sin
levantar el agar.

Sembrado de la placa

En la excavacion superior se colocan de 1 a 5rd. de suero humano
normal y en la inferior de l a SPI. de orina concentrada.

Desarrollo electroforetico

Las placas se colocan en la cubeta con el agar hacia abajo, apoya­
das sobre dos laminas de Wetex colocadas en cada uno de los compartimientos
anodico y cat5dico.

La solucion tampñn colocada en las cubetas es de pH 8, Z.Condicio­
nes de trabajo: 4 mA. ; 6 V. por cada portaobjetos; temperatura del laboratorio;
y tiempo de-mi gracic'm de 3 5.4 hs.

Fliaciñn Xcoloracion de la electroforesis simple

Terminada la electroforesis se fijan las distintas fracciones colocan­
do las placas durante 3a 4 hs. en acido acético al 2%.

Luego se procede a la desecaciñn, recubriendo las placas con papel
cromatogrífico de grano fino aplicado uniformemente y con ligera presion de
los dedos sobre la placa yse coloca en estufa a 37°C durante Z4 horas.

Una vez desecados se quita el papel.se lava con agua y se sumerge
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en la solucion colorante durante tres horas.

Para nuestro trabajo utilizamos: amidoschwartz 10 B 2. 5 g.
metanol 200 ml.
acido acético 35. 5 ml.
agua 162 ml.

Luego se lava durante dos horas en la solucion de lavado que se can_1
bia una vez (metanol 450 ml; acido icetico 100 ml; agua 450 ml.)

Se seca la placa en estufa a 37°C durante 24 horas.

Revelado inmunologico

Una vez practicada la electroforesis se procede a la siembra del
anti-suero (suero inmune de caballo anti-suero humanonormal) levantando la
ra de agar de la inéisiñn efectuada previamente al desarrollo electroforEtico.

En este surco se siembra el anti-suero 200Pl. y se coloca la pla­
ca en cámara húmeda a 18-20°C durante 12 hs. tiempo en que se produce el de­
sarrollo de las reacciones antfgeno-anticuerpo.

Se lavan las placas sumergiEndolas tres dias en solucion fisiongica
que se cambia una o dos veces por dia“

Realizado el lavado, la placa debe desecarse de la misma manera
que para la electroforesis simple. es decir. con papel cromatografico de grano
fino, colocado sobre la superficie del agar y depositado en estufa a 37°C duran­
te 24 horas. Se lava con agua y se procede a su coloracic’m como en el caso de
la electroforesis simple.
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G - INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL ANALISIS ELECTROFORE­
TICO E INMUNOELECTROFORETICO DE CONCENTRADOS PRO­

TEICOS URINARIOS

l) El fraccionamiento paralelo por electroforesis en placas de agar de las pro­
tei'nas del suero y de los componentes proteicos urinarios. muestran la existen­
cia de fracciones, que migran en posiciones idénticas. lo que indica igualdad en
el comportamiento electroforé'tico.

Z) Las globulinas 04 . {b y K del suero, son las que se encuentran en la orina,
en la misma forma que la albúmina, siendo Esta la mas frecuente. siguiEndole
en orchn la fraccion. beta y la menos frecuente es la gamma.

3) El fraccionamiento inmunoelectrofor'etico paralelo de las proteinas del suero
y de los concentrados proteicos urinarios muestran li'neas de precipitacic’men
idéntica posicion, lo que indica igualdad en el comportamiento antigÉnico.

4) La identidad inmunologica de las fracciones obtenidas de las protei'nas del
suero y de bs concentrados proteicos urinarios se establecic')colocando el anti­
suero en cuatro receptaculos, habiéndose observado la union de las li'neas de
precipitacic’m de las fracciones del suero y de la orina.

Ver fotografias 3', 5‘, 7', 8', 9', 10', 111

Estudiando los proteinogramas de la orina y sus fraccionamientos
inmunoelectroforEticosae observa en algunos casos ausencia de globulinas que
se 'visualizan por inmunoelectroforesis. Tal es el caso del cuadro de los pro­
teinogramas 2., 3, 4, 5, 8 y 9 donde el proteinograma no revela la presencia
dela globulina gamma, apareciendo en cambio ni'tidamente en el fraccionamien­
to inmunoelectroforetico.

Teniendo presente las variaciones del proteinograma del suero y
de la orina en la nefrosis. donde el fraccionamiento electroforEtico nos mues­
tra que en la orina aparecen las mismas fracciones que en el suero, con la par
ticularidad de que la fraccion, que se presenta en mayor proporcion en la ori­
na es la albümina- y que las globulinas alfa y beta que constituyen la mayor pro
porcian de las existentes en el suero, aparecen en mi'nima cantidad en la ori­
na; la globulina gamma se encuentra en la orina en proporci'on similar al suero.

Este es el prototipo del proteinograma plasmática y urinario en la
nefrosis. En la nefritis elproteinograma urinario es similar al del suero, con
pequeñas diferencias cuantitativas; existiendo una tendencia al aumento de glo­
bulina gamma. Caspani, Blackmann y Davis (20) señalaron que precisamente
el aumento de globulina gamma en el proteinograma urinario. ser'ia un signo
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de mal pronostico en la nefritis; es decir que la proteinuria constituida casi e­
lectroforáticamente por albümina representara un indice de permeabilidad glo­
meruhr sin insuficiencia renal, de mejor pronostico que la proteinuria en la
que aumenta la globulina gamma.

Los mismos autores señalan que el proteinograma urinario de la
nefi-itispodria aportar elementos para el juicio pronóstico; por otra parte Cas­
pani observa que el estudio del proteinograma del suero comparativamente al
dela orina puede servir para el diagnostico diferencial entre la fase aguda o
cronica de h nefritis, ya que en el primer caso la proteinuria esta casi exclu­
sivamente constituida por albümina. apareciendo las globulinas, especialmen­
te la gamma en las nefritis cronicas.

De esto se deduce la importancia que puede alcanzar la inmunoelec­
troforesis de la orina, ya que en muchos casos falta en el proteinograma urina­
rio fraccionamientos globuli'nicosque se visualizan por el analisis inmunoelec­
troforético.
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H - VALORACION DE PROTIDOS TOTALES EN ORINA. ENSAYO COMPARATI­
VO DE DIVERSOS METODOS

En el presente ensayo hemos comparado algunos métodos sencillos
propuestos por autores diversos, para la determinacion cuantitativa de protidos
en orina.

El método de Esbach, que involucra el uso del albuminometro del
mismo nombre, acusa por lo general resultados erroneos (errores que pueden
llegar al 50%), ya sea que se utilice el albuminometro original de ese autor o
bien el reactivo del mismo nombre con el albuminometro de Aufrecht. Este 51­
timo permite unacentrifugacic'mdel precipitado, lo cual abrevia el procedimien­
to; pero los albumin'ómetros de Esbach-Aufrecht del comercio poseen la extre­
midad inferior redondeada y una graduacion deficiente, lo cual hace practica­
mente imposible apreciar pequeños cambios en el contenido de albümina y por
lo tanto contribuye a aumentar el error del método ,-a pesar de ello este mato­
do es ampliamente usado en los laboratorios corrientes de analisis clinicos.

Tratando de salvar el error que se comete usando los albuminomg
tros de Esbach-Aufrecht del comercio, se compararon algunos métodos senci­
llos de valoraciSn de pr5tidos urinarios con el metodo de Kjeldhal.

Para ello se construyo un tubo dé centri'fuga especial, tal como el
que utilizaron Shevsky-Stafford en la técnica descripta en la pagina 16.

Se determin5 por triplicado el contenido de proteinas de sueros hu­
manos por el método de Kjeldahl utilizando luego dicho suero para determinar
el factor de cada uno de los tubos de Shevsky-Stafford. Se trabajo con cuatro
tubos numerados .'1-Z-3-4 y con diluciones del suero correspondientes a 0, 72
gr. 0,6011,44 gr. o/oo; 2,16 gr. o/oo y 2,88 gr. o/oo de proteinas.

Las lecturas en los tubos fueron las siguientes:

Pr otei'nas
0,72 1.44 2,16 2,88

Tubo nro. gr. por mil r. por mil gr. por mil gr. por mil

l 0,1 0. 2 0, 3 0, 38
2 0,1 0, 2 0, 3 0. 38
3 0,1 0,19 0, 3 0. 38
4 0.1 0. Z 0, 3 0, 38
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Considerando: Factor .. concentracion el factor para el tubo
"' lectura

Nro. 1 seria 7, 3; para el
Nro. 2 seri'a 7, 3; para el
Nro. 3 seri'a 7,4 y para el
tubo nro. 4 sert'a 7, 3. ­

Por los resultados que anteceden se considero la cifra 7, 3 como fas
tor para los cuatro tubos.

Se realizaron luego determinaciones comparativas en diversas ori­
nas albumi'nuricas, con las siguientes tÉcnicas:

a) Método volumétrica de Shevsky-Stafford con el reactivo de Tsu­
chiya.

b) Método volumétrico de Shevsky-Stafford con el reactivo de Es­
bach.

c) MStodo volumétrica de Esbach con el tubo de Aufrecht.

d) Metodo nefeIOmEtrico de la formacina.

Los resultados se detallan a continuacion:

Mgtodo de Shevsky- Mgtodo de Shevsky- Mgtodo de Metodo de la
Stafford. Stafford. Esbach. formazina

Reactivo de Reactivo de Esbach. Tubo de
Tsuchiya. Aufrecht.

Lec- Factor Lectu Lec- Factor Lectura
tura ra x tura x 15,6 gr. gr.

7, 3 g. l por mil por mil
gr. x mil
x mil

0,36 7,3 2,63 0,15 15,6 2,34 --- 3,00
0,35 7,3 2,55 --- --- --- --- 2,50
0,25 7,3 1,82 0,12 15,6 1,87 --- 2,00
0,15 7,3 1,09 0,07 15,6 1,09 --- 1.00
0,60 7,3 4,38 0,,24 15,6 3,75 --- 5,00
0, 10 7,3 0,73 0,04 15,6 0,62 --- 0,75
0,50 7,3 3,65 0,30 15,6 4,68 --- 4,00
0,15 7,3 1,09 0,08 15,6 1,24 --- 1,00
0,18 7,3 1,31 0,10 15,6 1,56 --- 1,50
0,50 7,3 3,65 0,21 15,6 3,27 --- 4,00
0,37 7,3 2,70 0,20 15,6 3,12 --- 3,00
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Metodo de Shevsky- Método de Shevsky- Metodo de Método de la
Stafford. Stafford. Esbach. formazina

Reactivo de Reactivo de Tubo de
Tsuchiya Esbach. Aufrecht.

Lec- Factor Lectura Lec- Factor Lectura
tura x 7, 3gr. tura x 15, 6 gr. gr.

por gr. I por mil por mil
mil por mil

0,35 7,3 2,55 0,18 15,6 2,80 --- 2,50
0,50 7,3 3,65 0,22 15,6 3,43 --- 3,50
0,15 7,3 1,09 0,08 15,6 1,24 0,50 1,00
0,07 7,3 0,51 0,04 15,6 0,62 0,50 0,50
0,15 7,3 1,09 0,98 15,6 1,24 0,70 1,00
0,25 7,3 1,82 0,11 15,6 1,71 1,00 2,00
0,18 7,3 1,31 0,08 15,6 1,24 0,70 1,50
0,35 7,3 2,55 0,18 15,6 2,80 1,50 2,50
0,58 7,3 4,23 0,30 15,6 4,68 2,50 5,00
0,37 7,3 2,70 0,18 15,6 2,80 1,70 3,00
0,16 7,3 1,17 0,08 15,6 1,24 1,00 1,15
0,03 7,3 0,22 0,02 15,6 0,31 0,16 0,24
0,05 7,3 0,36 0,02 15,6 0,31 0,27 0,40
0,37 7,3 2,70 0,21 15,6 3,27 2,50 3.00
0,02 7,3 0,15 0,01 15,6 0,15 0,07 0.15
0,10 7,3 0,73 0,05 15,6 0,78 0,50 0,70
0,30 7,3 2,20 0,15 15,6 2,34 1,60 2,40

De acuerdoa los resultados que anteceden, se pone en evidencia
cierta relaci5n entre las lecturas de los tubos de Shevsky-Stafford con el reac­
tivo de Tsuchiya y con el reactivo de Esbach.

En todos los casos estudiados las lecturas con los tubos de Shevsky­
Stafford y el reactivo de Esbach, fueron aproximadamente la mitad de las lectu­
ras observadas en los mismos tubos, pero con el reactivo de Tsuchiya.

Es asi que se buscS para el método de Shevsky-Stafford con el reac­
tivo de Esbach, un factor empirico que multiplicado por la lectura nos aproxi­
mara a la concentracic'mreal de los prStidos de la orina; para nuestros casos
ese factor fué de 15, 6.

Resumiendo: Podemos aconsejar por su rapidez y exactitud el mÉtodo de Shevs­
ky-Stafford con el reacüvo de Tsuchiya, observando ciertas precauciones que
los autores recomiendan como ser; el tiempo de centrifugaciün que debe ser de
15 minutos; el numero de revoluciónes 1.800 y el tiempo transcurrido entre la
mezch de la orina con el reactivo y la centrifugacian, que debe ser exactamen­
te 1 minuto.
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I - ESTUDIO ESTADISTICO

E : es la media de las desviaciones entre el mEtodo considerado y el patron en
nuestra muestra

Es una estimacion de”: valor medio de las desviaciones entre el
matodo considerado y el patron; pero una estimaciSn puntual no tiene mucho sen­
tido sino se dE una idea de la magnitud del posible error, por consiguiente se
trabajara con bs llamados intervalos de confianza.

Están determinados por dos limites donde razonablemente puede es­
perarse que ¡Uv este contenido.

Razonablemente significa con una probabilidad del 95%.

Ejemplo: el intervalo de confianza

é ¿­
L1 ——[4' -' Ls

Significa que

P(LI _¿_¡u í,- Ls) .-. 95%

LI : h'mite de confianza inferior)

LS: limite de confianza superior)

En nuestro caso:

LS=;+tp S

donde .1:: valor medio
S : desvio standard
n : numero de lecturas
tp: cte. qie depende de n y de la probabilidad de que f4; pertenece al inter­

valo (95%)
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Intervalos de confianza

Límites Lg: X i tp S

M5todo de Shevsky-Stafford

Reactivo de Esbach

L"
U)

h 0,0900 + 1.0011. 2,06

I \| 26

_ 0,0900 «I; 1,0020 2,06
5,0990

: 0,0900 + 0,4048

LI : —0,3148

Método de Esbach - Tubo de Aufrecht

L : 0,5087 j- 0,2278 2,147 í
--o,5037 + 0,4773 2,14:-0,5os7 i 0.2739

" 3,7417

L = -0,2348

LI : -0.7826

Método de la Formacina

L? z 0,1307 i 0,9131 2,05
{27

: 0,1307 .4. 0,9556 2,05 = 0,13071; 0.3770
' 5.1962

L : 0, 5077

L : -0, 2463
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Método de Schevsky-Stafford (Reactivo de Esbach) ­
-0;qu o ¡0.4443'ñ í’ 5 I

Métodode EsbacUTubo de Aufrefi) e
l mano ¡0413" .0¡i v I

Metodo de la formacma -q2qbs o
H l a 4.oso“

Conclusiones

La hipotesis que no existe desviacian entre el método patrón con el
de Shevsky Stafford y con el de la Formacina es aceptable. En general sabemos
que esa desviacion esta para el primero entre -0, 3148 y 0, 4908 y para el se­
gundo entre - 0, Z463 y 0, 5077.

Para el método de Esbach (Tubo de Aufrecht) estimamos una desvia
cion permanente que con probabilidad del 95% estara por debajo de los valores
del método patron entre-0, 7826 X -0, Z348.

Si a los valores obtenidos por este metodo se les suma 0, 50 aproxi­
madamente, se pueden obtener valores mas exactos que en los otros dos.

Factor 15, 6

Haciendo un estudio de dicho factor tal que obtengamos una desvia­
ci5n nula del mEtodo de Shevsky Stafford (Reactivo de Esbach) relativo al pa­
tr5n obtuvimos que esta calculado con todas sus cifras exactas, y el error po­
dria producirse en la segunda cifra decimal.
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IV

CONCLUSIONES

Electroforesis e inmunoelectroforesis de proteinas urinarias.

1. - Se obtienen concentrados proteicos urinarios en 8 a 10 horas
utilizando tubos de diálisis (Visking Dialysis Tubing 1/4" de diametro) rodea­
dos de Polivinil Pirrolidona o Carbowax 20 M. La concentracion proteica uri­
naria obtenida es de 4 a 6 gramos por cien mililitros de orina.

2. - Se efectua el fraccionamiento paralelo por electroforesis en
placa de agar de las proteinas del suero humano normal y de los concentrados
proteicos urinarios observando identidad en el comportamiento electroforeti­
co (migran en posiciones idénticas).

3. - Se encuentran en la orina la albümina y las globulinas alfa. be­
ta y gamma del suero, siendo la primera la mas frecuente, siguiíndole la frac­
cion beta y por ultimo la gamma.

4. - El fraccionamiento inmunoelectroforetico paralelo de las pro­
teinas del suero y de los concentrados proteicos urinarios revelan la identidad
inmunongica de las fracciones proteicas del suero y de la orina.

5. - Se visualizan por inmunoelectroforesis de los concentrados
proteicos urinarios fraccionamientos globulfnicos que no se observan en el frac
cionar'niento electroforético, tal es el caso de la globulina gamma.

. Ü . . ­Valorac15n de protidos urinarios

6. - Se compararon algunos métodos sencillos de valoracion de pro­
tidos urinarios, con el método de Kjeldahl. Para ello. se construyo un tubo de
centrífuga especial, diseñado por Mac Kay.

7. - Se determin5 por triplicado el contenido de proteinas de sueros
humanos, por el método de Kjeldahl, utilizando luego dicho suero, para deter­
minar el factor de cada uno de los tubos mencionados en el parrafo 6.

Se trabajo con cuatro tubos y diluciones del suero correspondientes
a: 0. 72 gr o/oo: 1.44 gr o/oo; Z. 16 gr o/oo y 2.88 gr o/oo de proteinas.

Los factores para cada uno de los tubos resultaron: 7. 3; 7. 3; 7.4; y
7. 3. Se considero la cifra 7. 3 como factor para los cuatro tubos.
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- . . o Ü .8. - Se realizaron determmacmnes comparativas de proteinas de dl­
. . . U .versas ormas, con las siguientes tecnicas:

a) MStodo volumétriCO .de Shevsky-Stafford con el reactivo de Tsu­
chiya.

b) Método volumétrico de Shevsky-Stafford con el reactivo de Esbach.
c) Metodo volumétrico de Esbach con el tubo de Aufrecht.
d) Metodo nefelométrico de la formazina.

9. - Podemos aconsejar por su rapidez y exactitud a1 método de
Shevsky-Stafford con el reactivo de Tsuchiya, observando ciertas precauciones
que los autores recomiendan, como ser: el tiempo de centrifugaci'on que debe
ser de 15 min. , el numero de revoluciones 1800 y el tiempo transcurrido entre
la mezcla de 1a orina con el reactivo y la centrifugacibn. que debe ser exacta­
mente un minuto.

10.- El metodo de la formazina si bien acusa resultados satisfacto­
rios tiene el inconveniente de que los tubos testigos son de dificultosa prepara­
cion y de vida precaria.
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