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I ECTROFORESIS DE PROTEINAS EN PAPEL
DE FILTRO

por ATILIO A, DREWES

En los altimos afios han sido publicados detalles sobre equipos
destinados al ensayo electroforético en papel (1, 2, 3, 4, 5).

Distintas substancias han sido analizadas de esta manera, tales
como: amino-acidos, colorantes, proteinas, enzimas, etc., con muy
buenos resultados, lo que hace aumentar continuamente el ndmero
de laboratorios interesados en su uso.

El método se basa en la observacién directa o indirecta de Ta dis-
tinta movilidad de las fracciones poseedoras de carga eléctrica en
una banda de papel humedecido con buffer, cuando en sus extremos
se aplica un potenciaf eléctrico.

Comparando [a electroforesis libre o clasica con la técnica de
electroforesis en papei vemos gque mientras Ia primera sélo separa
parcialmente una fraccién del total en cada exiremo del tubo en U;
en el segundo caso, cada fraccién se separa integramente de las demés
marchando aisladamente sobre la banda de papel, escalonandose en
funcién de su movilidad decreciente.

En los trabajos arriba mencionados los autores encaran la solu-
cién practica de diversas maneras. ‘A'si Durrun (%), suspende la banda
de papel de filtro en una cémara saturada de humedad; Macheboeul
v colaboradores (%), utilizan el mismo principio pero con reservorios
de buffer comunicados por sifones a los receptaculos que poseen los
electrodos de platino. Biserte (2), construyé un equipo en el cual el
papel de filtro se fija entre laminas de vidrio, mantenidas con parafina
v con circulacién de liquido refrigerante bajo las mismas. Kunkel
v Tiselius (%) también utilizan laminas de vidrio pero las fijan con

grampas metalicas vy los hordes se impermeabilizan con silicones,
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ambos extremos de la banda de papel se comunican con las cubetas
que contienen el bulfer, ademas las mismas estan interconectadas
por un tubo de goma con llave que se usa para nivelar el buffer en
ambas cubetas. Grassmann y col. (%) construyen el equipo con una
camara de vapor saturada, horizontal, en cuye interior se tensa la
banda de pap‘eI de filtro, que sobrepasando ambos extremos de la
camara llega a los reservorios de buffer en los que se han dispuesto
tubos que rodeando los electrodos crean un laberinto para disminuir
la circulacién del buffer cuyo pH se ha modificado por accién elec-
trolitica. Los autores mencionados utilizan fuentes de corriente con-
tinua variable entre 50 y 1000 voltios con intensidades de 4 a 20 mA.,
constituidos por rectificadores de corriente alternada N condensadores

con salida a resistencia en forma de potenciémetro.

Descripcién del equipo en uso

El equipo actualmente en uso (Fig. 1) consta de una cémara
htmeda formada por un vaso de pila de 24 x 15 cm.'y 25 cm. de
altura con la boca hacia abajo, que cubre las dos cubetas en las
que se fijard el papel v el soporte para el mismo. Cada cubeta
cstd comunicada a través del piso de la camara por medio de un
tubo transparente con un frasco tubulado gue contiene el buffer. Las
tubuladuras de los frascos permiten comunicar ambos frascos entre
si, v cada uno con la cubeta correspondiente dentro de la camara,
fa conexién entre los frascos puede anularse por medioc de una Illave
de Hofmann, cuando se ha obtenide el equilibrio de los liquidos.

Los frascos reciben en su interior a través de los tapones perfo-
rados los elecirodos de platino, cuyos extremos se encuentran rodeados
por un tubo de proteccién; este tubo ademas de proteger el extremo
de pIatino sirve para impedir la répida difusién del buffer cuyo pH
se modifica dentro' del frasco, para ello poseen un orificio pequefio
en el fondo que permite la conexién eléctrica del sistema y otre sobre
el nivel del buffer para eliminar las burbujas formadas durante la
electrélisis del mismo. v

El resto del equipo estd formado por una fuente rectificadora
fegulable por resistencia a valvula termoiénica que permite fijar la
tensién de trabajo entre 200 y 700 _voltios de corriente continua y
un instrumento para medir tensiones e intensidades, cables de co-

nexion, etc.

T. XVI N?' %
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Solucién Buffer

El buffer utilizado para efectuar electroforesis de proteinas de
plasma o suero es el Veronal Sodico-Veronal 0,02 M con pH 86 y
0,005 M de cloruro de sodio.

Una forma cémoda de obtener el buffer es partiendo de una so-
lucién 0.5 M de Veronal Sédico y acido clorhidrico N. Se toman 40
ml solucién Veronal Sédico 0,5 M se diluye a 500 m! se agregan

1 litro.

Este bulfer sirve durante mucho tiempo si se tiene la precaucién
de variar la polaridad de los electrodos, o de mezclar el buffer de
ambos recipientes y repartirlo nuevamente de ambas maneras se equi-
libra nuevamente el pH.

Para otros pH de trabajo se utilizan buffers de fosfatos y acetatos
de Sodio-Acético, etc. de molaridades similares, siendo prudente con-

trolar siempre la intensidad de la corriente que circula.

Disposicién y funcionamiento del equipo

Dispuestas las partes como se detalls, se cuida de qgue el nivel
del buffer Hegue a media altura en el interior de las cubetas de la

camara htmeda lo que se consigue, ya modificando la cantidad de

Los tubos estaran llenos de buffer v libres de burbujas lo que se
observa por transparencia de los mismos, los electrodos estaran sumer-
rgic[os, por medio de la inteconexién de los frascos se conseguird que
el nivel de Tas cubetas y de fog frascos sea igual.

El papel de filtro, (seré de preferencia papel Whatman n® 1)
cortado en una banda de ancho conveniente 5 a 12 cm, se dobla
por el medio y se marca con Iépiz a 7 cm debajo del fomo con trazos
'horizontales, -discontinuos, para delimitar en los espacios que se cIejan
libres el lugar destinado a la muestra, ademas con una cruz se indica
el extremo positivo del pape[; se monta sobre el soporte por su parie

media y se introducen sus extremos en las cubetas fijéndose]osvioor

»medio de varillas de vidrio maciso, que por su peso crea la fuerza

necesaria para mantener tenso el papel.
Luego Se pnocec[e a impregnar totalmente el papel con buffer

por medio de una pipeta; se coloca la cubierta en su sitio y se deja
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eSCUurrir aproximadamente 10 a 20 minutos para igualar su impreg-
nacién, transcurrido el pIazo se efectuan las conexiones eléctricas Ile-
gando con el polo positivo al frasce de buffer que comunica con
la cubeta, en cuyo interior se fijé el extremo marcado positivo del
papeI. Se cierra la intercomunicacién de los reservarios de buffer
A desde ese momento puecIe ap[icarse la tensién de trabajo que se
fijara entre 400 y 700 V, siendo su intensidad proporcional y varian-
do entre 1 v 5 mA; comprobando el buen funcionamienio del sistema
y el c[esprenolimiento normal de pequenas Burbujas en los electrodos,
el equipo se encuentra listo para recibir la muestra a analizar electro-
foréticamente.

La muestra contenida en una micropipeta de punta muy afilada
y con capaci&ad de 1,5 a 5 mm?®, segin el caso, es transferida al
papel de fillro, en la zona comprendida entre log trazos de !épiz {Fig.
2) simplemente apoyando fa punta de Ia pipeta sobre el papel ha-
medo y efectuando un trazo continuo, para soluciones muy diluidas
puede repetirse el trazo en el mismo Iugar, aumentandose asi la con-
centracién de la substancia. DesJe este momento comienza a consi-
derarse el tiempo; se ha observado que pro,cediendo de esta manera
se reducen las interferencias creadas por el secado de la mancha so-
bre el papel y ademas se consigue un trazo méas uniforme no siendo
necesario en la mayoria de los casos diluir la muestra; la aplicacién
previa de la tensién eléctrica iwmpide un pequeno escurrimiento de
la muestra, cuando son simultaneos varios analisis en la misma ban-
da, pues se le opone Ta corriente de eIectroen&ésmvosis, ademas, al ser
colocada la muesira sobre el papel himedo se evita iotalmente la
formacién de una zona formada por proteina desnaturalizada por
el secado parcial o total de la muestra.

Distintas formas de trazos de muestra pueden ser necesarios de
acuerdo a las circunstancias, asi para ensayos de impurezas nueden ser
atiles manchas circulares de 5-4 mm. de didgmetro, para ensayos de
reconocimiento de fracciones en sueros son mas atiles trazos rectos
de 1,5 a 2 cm. de Iargo por tan sé6lo 1-2 mm. de ancho ;Cuando s€
intenta recuperar microfracciones de una electroforesis con destino
a su reconocimiento o ensayos son tiles trazos muy Iargos de 3 a 10
cm. que pueden abarcar el ancho total de la banda de papel, un
ejemplo de la capa.cidac[ resolutiva del sistema se ohserva en la Fig. 3
suero humano normal.

Transcurrido el Iapso demandado por la electroforesis que oscila
entre 2y 6 horas, segtn el ensayo a realizar, se suspenc[e la tensién
eléctrica, se retira el papel de la camara htmeda y tal cual estaba en
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el soporte se procecle a su secado, frente a una fuente de calor o en

estufa a 100°

Reconocimiento de fracciones proteicas

cado con una solucién alcohélica saturada de bicloruro de mercurio
que contiene 1 o/oo de azul de bromo fenol, durante aproximada-
mente 5 minutos, luego se escurre y lava al chorro suave de la canilla.
El colorante se habra fijado por adsorcién a la proteina coagulada

por el bicloruro de mercurio v que por estar en el medio acido de

tifie de color amarille, al lavar el excese ne fijade por el chorra

ést

de agua el colorante pasara al pH neutro o alcalino del agua, con

32
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viraje al color azul. Un inconveniente de este sistema estriba en que
la adsorcién del colorante no es igual para todas las fracciones séricas
v es por ello que Grassmann (%) prefirié el uso del negro amids 10
By F. Turva (%) utilizé el Azocarmin.

Una vez lavado el papel de filtro al chorro de la canilla se le
seca entre papel de filtro v Iuego‘en estufa o radiador; de esta manera
se hacen visibles pequeiias cantidades de proteina fijas al papel en
forma de bandas coloreadas en azul sobre el resto del papel blanco.

Las bandas resultantes son facilmente comparab[es entre ellas y
la intensidad del color nos da idea de la concen
en cada una de sus fracciones, siendo un ejemplo la comparacién
de Jas intensidades de color de los ejemplos (Fig. 4).

Fs conveniente usar siempre e] método comparative al analizar
os trozos o bandas coloreadas, pues existen variables dificiles de
fijar tales como, temperatura, evaporacién v electroendésmosis que
proc[ucen variantes en los ensavos electroforéticos v que se eliminan
al hacerlo comparative con un suerc o colorantes conocidos.

Asi una serie de colorantes pueden servir de referencia; en estos
trabajos se utilizaron:

Safranina con movilidad en el papel préxima a la alfa, glo-
bulina negro lana préxima a la Albamina. Auramina proxima a la
% - globulina. Amarillo metanilo poCo menor en su movilidad que la

Albtmina v similar al Naranja Oro.
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RESUMEN

Bajo el titulo de “Electroforesis de proteinas en papel de filtro”,
se describe un equipo en detalle. Las soluciones usadas y los pasos
correspondientes a un ensayo electroforético segtin la técnica en uso
en la Seccion Virus del Instituto Malbran.

SUMMARY

Under the title of “Proteins electrophoresis on filter paper’, an
equipment is described in details. Also, the solutions used and the
Corresponding steps taken for an electrophorectic test, according to the
technique employed in the Virus Department of the Malbran Institute.
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Pig, 5. — lWjemplo del vesuliado obienido del cnsayo de wn sucro nomal l-

meaito en el que pueden apreciarse facilmenie 6 fraceionex protéicas,

iy, 4, — bijemplo de concordancic cn lo ndrche de las froccioncs de tos

sueros, los muestras corresponde a sueros de embriones de pollo normales y

en expericacia, la nuestra de sangre Yia sido oblenide por puncion de unag veno
de la membrana corio-alomtoides del huevo embrionario,
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tig, 1, — Vista lateral y frontal del cquipo pare  clectroforesis en papel

constituido por una cdmara himceda consistente en un vaso de pila de 24 » 13

de base y 25 em de altwra de widrio boca abajo y apoyado sobre una plancha

de Prexiglas, sobre la cual descansan dos cubetas de plistico perforadas em

su fondo puara conectarlas por medio de tubos dc goma con los reservorios de

Buffer a los que se [ijan los electrodos de platino, Fstos rescrvorios de Buffer

cstdn intercomunicados por un tubo de gome que pucde dausurarse por medio
de wna pinza,

fig, 2, — La muestra ha sido transferida al papcl por medio de una micro-
pipeta de punta muy afilada arriba, formando una gote y debajo formando
un trazo continuo que unié los extremos de las flechas, (Suero de laucha),




