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Separaci 6n de Inmunoglobulinas

e Métodos basados en la diferencia de
solubilidad

e Métodos basados en el tamano
molecular

 Métodos basados en la carga
electrica

 Métodos basados en especificidad de
ligandos
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» Precipitacion isoeléctrica

Gel de poliacrilamida (PAGE) con gradiente de pH .
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Proteinas migran hasta
la zona del gel donde
pH=pI de la proteina
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Metodos pasados
an el tama no molecular
e Didlisis y ultracentrifugacion

Membrana semipermeable (poros)
moléculas < poro - fuera
moléculas > poro - dentro

_ _ Dialysis bag _|
Desalar muestras por diferencia

de presion osmaotica _,d_er_ltro Concentrated.
y fuera del saco de dialisis. solution
Buffer— |

sal - fuera (< poro)
proteinas - dentro (> poro)

At start of dialysis At equilibrium



e Centrifugacion en gradiente de densidad

Se basa en la separacion de las particulas en funcion de su
densidad de flotacion.

Muestra + sacarosa o de cloruro de cesio. Al centrifugar
cada componente se desplazara hacia arriba o hacia abajo
hasta que alcance una posicion en la que su densidad sea

igual a la de su entorno (situacion de flotabilidad neutra).

Como consecuencia se produciran una serie de bandas
discretas, las mas proximas al fondo del tubo contendran las
particulas con mayor densidad de flotacion.



ESQUEMA DE UNA SEPARACION EN UN
GRADIENTE DE DENSIDAD
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e Cromatografia de exclusion molecular

Moléculas GRANDES - RAPIDAS
Avanzan con mayor velocidad a través
de los espacios intersticiales

Moléculas PEQUENAS - LENTAS
Son retenidas por las fibras de las
microparticulas y avanzan con menos
velocidad

PERFIL DE ELUCION
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Métocdos pasad
2n la carga el écirica
e Electroforéticos

 Migracion de particulas coloidales en el
seno de un campo eléctrico

(

(—-

Cathode {—)
Se mueven las particulas en 4
base a:
— SU carga neto -
— Tamano ‘

— Estructura tridimensional

Anode ( 4 )



Las técnicas electrofor éticas

son utilizadas para:

e Separaciones efectivas

— Acidos nucleicos

— Proteinas

— Otras biomoléculas

 Control de pureza

e Separar mezclas complejas

e Determinar

— EI PM de una proteina

— pl

— NUmero de cadenas polipeptidicas de una
proteina



Aplicaciones

Electroforesis de proteinas en:

e suero (proteinograma),
e oOrina (uroproteinograma),
» y otros fluidos biologicos: LCR, liguido sinovial

Electroforesis de i1soenzimas: LDH, CK

Electroforesis de lipoproteinas (lipidograma)



| as biomacromol éculas :

— Poseen carga eléctrica
— Grupos cationicos y anidnicos disociables

La carga neta de una mol écula
depende de:

— pH del medio
— La interaccidon con ofras pequenas moléculas de iones
— La interaccion con otras macromoléculas

— El pH influye en la migracion de una molécula
— En el pl, la proteina no migra

e Por debagjo del pl migra hacia el catodo

e Por encima del pl migra hacia el dnodo



El enlace pept idico
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Estructura de un amino acido

amino carboxyl
group group
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Equipo de electroforesis

e Fuente de alimentacion

e Soporte para las tiras de acetato de celulosa
— Aplicador
— Cubeta
— Puente
— Reactivos




Tiras de acetato de celulosa

(Cellogel 2,5 x 17 cm)




Reactivos

Solucion tampon: Buffer Veronal-Veronal sodico (pH 8,6):
Veronal soédico (10,30 g), Veronal (1,34 g), Agua
destilada (h/1 L)

Colorante: Amidoschwartz 10 B (0,5 mg), Metanol (35
mL), Agua destilada (45 mL), Acido acetico glacial (10
mL)

Acido acetico al 5% en agua

Solucion trasparentizadora: Metanol (87 mL), Acido
acéetico (12 mL), Glicerina (1 mL)



ELECTROFORESIS: TINCIONES

COLORANTE

Amido Black o Negro
Amido 10B o Amido Schwartz

Coomassie Blue R-250

Xylene Cyanine Brilliant G o
Coomassie Blue G-250

Verde Lisamine

Rojo Ponceau 25

Tinciones con plata y
combinaciones con
otros colorantes

ESPECIFICIDAD
SENSIBILIDAD

Tincion general
Sensibiidad: 1 ng/banda

Tincion general
Sensibilidad: 0,2-0.5 ug/banda

Tincion general
Aumenta la sensibilidad x3 en TCA
después de la tincion

Tincion general

Tincion general. Sensibilidad:
alreddor de 0.5 pg/banda

Sensibiidad: 100 veces > tinciones
generales

COMENTARIOS

Mejora con fijacion previa .
Diferente grado de unién segun la
proteina.

Diferente grado de union segun la

proteina. Tincion estable.
Apropiado para densitometria.

Apropiado para densitometria.

Tincion mas uniforme con todas
las proteinas sérncas.

Laborioso. Varios protocolos.
Polisacarndos y DNA.

No reaccionan todas las
proteinas.



Cubeta y puente

Las tiras sobre el puente y en la cubeta

Con tampodn

Con la tapa para crear una atmosfera saturada
Con los cables para conectar a la fuente

puente soporie de 11 cm x 8,5 cm



Fuente de alimentaci on

0-50 mA
Temporalizador
Inversor de corriente
Varias tomas

Cable rojo y negro




Aplicador

e Macro
e Semi-micro
e Micro




Colocaci on de la tira y de |a

muestra

Hacer pasar una corriente de 200 V fijos y 2,5 mA/tira de
acetato de celulosa. Tiempo de corrida 6ptimo de 55’



Migraci on

* Protocolo de la
técnica para la
migracion

e Colorear




Resultado final




globulinas
albumina al a2 [ y-globulinas

A




Proteinas del Suero

Concentracion normal

Clase Proteina sérica (g/L)
prealbumina 0,25
albumina 40
: a-1-antitripsina 2,9
oz a-1-glicoproteina acida 1,0
haptoglobinas 2,0
a-2-globulinas a-2-macroglobulina 2,6
ceruloplasmina 0,35
transferrina 30
B-globulinas lipoproteina de baja ’
. 1,0
densidad

fo]€ 14,0
IgA 3,5
v-globulinas IgM 1,5
IgD 0,03

IgE trazas
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Bioquimica

Eleciroforesis Automatica Sistema EXPRIME®

e e e R I ]
e 4  §

METODO

Electroforesis en acetato de celulosa. El sistema aplica la muestra, realiza la foresis, tife,
decolora y lee automdaticamente las electroforesis sin intervencién del usuario.

MUESTRAS

Sistema automatizado de electroforesis

en acetato de celulosa para
proteinogramas, hemoglobinas
o lipoproteinas. Pensado para

laboratorios con una carga media/
alta de proteinogramas, con ciclos
de trabajo para 72 muestras en
aproximadamente 2 horas.

- 0bhwN-

Suero, orinas concentradas, hemoglobina, lipoproteinas

CAPACIDAD DE PROCESADO

8 muestras en técnica semimicro por tira. 72 muestras por ciclo..

VELOCIDAD MEDIA

72 muestras/ 2 horas



2008

MONLAB

Bioguimica
Electroforesis Automdatica Sistema GIANT HS®

Sistema ultra compacto,
automatizado, de sobremesa de tan
sélo 34 Kg y de unas medidas de
56x54x45 cm que lo hacen el
perfecto equipo de sobremesa para
aquellos laboratorios que necesitan
automatizar el proceso de la
electroforesis en un pequefo espacio.

|deal para laboratorios de hasta méx
24 muestras diarias.




e Cromatografia de intercambio 106nico

Moléculas MENOR CARGA (+) > RAPIDAS

Son desplazadas mads facilmente por la fase mavil.

Moléculas MAYOR CARGA (+) > LENTAS
Son retenidas por los grupos cargados iénicamente

de la f. estacionaria.

PERFIL DE ELUCION
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Purificaci on de IgG por
Cromatograf ia en DEAE -celulosa

Intercambio anidnico
(ej, DEAE)

Interaccion Ic’mica
~ai-
olécula

+ jones salinos

OO
CISN

@
91/

Fig. 41-6. Interaccion entre
la resina intercambiadora (en
el ejemplo, una resina de in-
tercambio anidnico) y la bio-
molécula. La interaccién se
rompe mediante ¢l agregado
de iones salinos.



Metodos pasacdos
ificidad cde ligandos

La proteina A es un polipeptido de 42.000 Da
constituyente habitual de la pared celular de S. aureus.

Se ha estudiado con gran detalle la interaccion entre la
proteina Ay los anticuerpos.

La afinidad de la proteina A depende de las regiones Fc
del anticuerpo, dependientes de la subclase (IgG1,lgG2
y 1gG4).

La proteina A tiene alta afinidad por los anticuerpos
humanos y de otros animales.

La proteina A se ha empleado en meétodos
cromatograficos unida a resinas pudiéndose purificar
anticuerpos IgG.



Produccion y purificacion de
sueros antiofdicos

En |la producci on industrial de los antivenenos se

llevan a cabo las siguientes etapas:

e Primera etapa : Obtenci 6n de veneno




e Segunda etapa : Producci on del antisuero

e Tercera etapa : Fraccionamiento del plasma
equino

Plasma

Sanéia Precipitaci 6n salina



Filtraci on

Dialisis

Filtraci 6n est éril




Envasado del
producto final

Control de
Calidad

Etiguetado y
empaquetado




Optencion de antsueros
(zinilcuerpos policlonales)

e Uso diagnostico
* En terapia antisueros antitetanicos

Antigeno (Ag) ’f'\
v
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Primera etapa ...
Precipitaci 6n de inmunoglobulinas

5 mL de suero + 5 mL de sulfato de amonio— vortex
Medir pH y ajustar a 7,8 = heladera 10’
Centrifugar 4000 rpm durante 25’

Eliminar el sobrenadante y agregar igual cantidad de
sulfato de amonio (1:2) — limpido

Precipitado + 5 mL de PBS o agua destilada



Segunda etapa ...
Desionizaci 6n

SF

l

Cambiar cada 2 hs.

l

Reposar toda la
noche

Dialysis bag _

Concentrated
solution

Buffer—

N 4

At start of dialysis

At equilibrium



Tercera etapa ...
Control por electroforesis
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Luego se procede a transparentizar con una
mezcla de metanol + acido ac ético
1:10 0 1+9

Tinci on:
Azl de Coornassie
JMNegro arnido
VR0Ojo Poriceall
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